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Préambule 
  
 
« Si Buffon a fait un magnifique ouvrage en essayant de représenter dans un livre l'ensemble de la zoologie, 
n'y avait-il pas une œuvre de ce genre à faire pour la Société ? Mais la Nature a posé, pour les variétés 
animales, des bornes entre lesquelles la Société ne devait pas se tenir. Quand Buffon peignait le lion, il 
achevait la lionne en quelques phrases; tandis que dans la Société la femme ne se trouve pas toujours être la 
femelle du mâle. [...] L'Etat Social a des hasards que ne se permet pas la Nature, car il est la Nature plus la 
Société. La description des Espèces Sociales était donc au moins double de celle des Espèces Animales, à ne 
considérer que les deux sexes. » 
 
Honoré de Balzac (1799-1850) 
 
 
 
’est par ces quelques lignes qu’Honoré de Balzac préambule « La Comédie 
humaine », vaste œuvre railleuse qui dresse un inventaire quasiment naturaliste 
des différentes « espèces sociologiques »  qui composent la société européenne du 
19ème siècle. On y perçoit la conception très anthropocentrique de la Nature (comprendre 
aujourd’hui la biodiversité) : il ne peut y avoir autant de complexité (et d’inconnues) dans la 
Nature que dans l’Homme. Et encore moins de hasard. 
Le refus du hasard comme facteur de diversité révèle les courants majoritaires des 
naturalistes d’alors, qui, encore très pieusement ne croyaient qu’en des changements 
directionnels et linéaires des organismes façonnés par la main divine, le concept d’évolution au 
sens moderne et a fortiori d’évolution réticulée étant alors inimaginable.  
Le besoin de hiérarchiser et donc de juger, constituait alors une part importante du 
travail scientifique. Même Darwin le ressentit, lorsqu’en arrivant aux Galápagos, il décrivît 
l’iguane marin (Amblyrhynchus cristatus) selon des mots qui aujourd’hui rappellent davantage 
une incantation qu’une description naturaliste : 
« Les pierres de lave noire […] sont très fréquentées par de grands et dégoûtants lézards maladroits. […] Je les 
appelle les ‘lutins des ténèbres’. » 
Cette époque n’est plus. Désormais, hiérarchiser la nature est devenu obsolète et 
archaïque. La « vraie » science ne saurait l’approuver. Mais il reste ce besoin irrépressible de 
nommer et classer encore et toujours, d’accoler à des plantes, des animaux, des champignons 
des noms aussi obscurs qu’universels car latins ! Classer, oui. Mais en s’affranchissant le plus 
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possible de l’ennemi numéro un des scientifiques : la subjectivité. Comment comprendre que les 
Mycètes (champignons) soient plus proches d’un mulot que d’une acétabulaire (algue verte) si 
l’on n’a pas exclu toute considération subjectiviste (i.e. morphologique) comme étant le seul 
critère qui vaille pour conclure (voir Figure) ? Comment le percevoir si l’on ne s’intéresse pas 
aux origines de ces organismes et de leurs caractéristiques ?  
 
Figure. Sur la base de données moléculaires, les Mycètes, longtemps considérés comme assimilés aux plantes, sont en 
réalité plus proches parents des Métazoaires. Les relations de parenté sont lisibles dans un arbre qui comprend des 
branches (représentant un taxon : espèce, genre, famille ou autre) et des nœuds à la base de ces branches 
(correspondant à un ancêtre commun par nature hypothétique). Dans le cas présent, le mulot et le bolet  partagent un 
ancêtre commun plus récent (AC 2) que celui qu’il partage avec l’acétabulaire (AC 1). 
 
Il est évident que ces questions sont déconnectées des problématiques de l’époque. Les 
progrès fulgurants depuis une cinquantaine d’années dans les domaines de la génétique, de la 
biologie moléculaire et de l’analyse de données ont changé les mœurs et ont été les moteurs de 
l’augmentation des connaissances. Le défi des études taxinomiques est à présent autant de 
classer que de retracer l’histoire évolutive et les relations de parenté entre divisions du vivant 
(espèces, genres, familles, etc…) : cette discipline s’appelle la phylogénie. Ce n’est ni plus ni 
moins que de la généalogie faite sur des échelles de temps plus importantes mais présentant une 
nuance de taille. Il ne s’agit pas de répondre à la question « Qui descend de qui ? » mais plutôt 
« Qui est le plus proche de qui ? ».  
Cette thèse de doctorat s’inscrit dans le cadre général de la phylogénie, de la génétique des 
populations et de la biogéographie. 
Bienvenue dans le monde des sciences de l’évolution.  
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« Tant qu’on a connu qu’un petit nombre d’êtres de chaque règne, on a été peu frappé de la 
nécessité des classifications. » 
Augustin Pyrame de Candolle (1778-1841) 
 
 
 
’est sous l’impulsion de Pyrame de Candolle que la classification des êtres 
vivants, au sens moderne du terme, prend son importance au début du 19ème 
siècle lorsqu’il suggère le terme taxinomie (Pyrame de Candolle, 1813). Jusque 
dans la deuxième moitié du 20ème siècle, la classification a été restreinte à l’étude presque 
exclusive des caractères morpho-anatomiques, malgré les découvertes de Mendel sur la 
transmission héréditaire du patrimoine génétique.  
Aujourd’hui, les travaux portant uniquement sur l’anatomie sont minoritaires et les 
conclusions taxinomiques qui en sont tirées, fréquemment remises en causes : les raisons 
invoquées portent essentiellement sur le choix subjectif des caractères. Forts de ce constat et 
face à l’essoufflement des études de phylogénie morphologique, Poe et Wiens (2000) ont 
procédé à une revue exhaustive de la littérature pour déterminer les critères de sélection des 
caractères morphologiques, et sur la majorité des papiers étudiés, seule une infime partie 
mentionne explicitement les raisons du choix des caractères. Ce manque d’explicitation que les 
auteurs qualifient de « boîte noire » correspond à la principale difficulté rencontrée par les 
phylogénistes morphologistes. En effet, le choix se fait souvent a priori et de manière 
conceptuelle. Par exemple, l’argument le plus avancé pour exclure un caractère X est la variation 
à l’intérieur d’une espèce de ce caractère X (i.e. polymorphisme).  Bien que les caractères 
polymorphes génèrent plus d’homoplasies1 que les caractères fixés, il est reconnu que ces 
mêmes caractères polymorphes contiennent beaucoup d’information phylogénétique, qui si elle 
est ôtée, conduit à des analyses moins robustes (Wiens, 1995). Mais comment nier le fait que 
cette variabilité intra-spécifique représente un obstacle de taille pour distinguer des taxons. Ceci 
est particulièrement vérifiable chez les plantes. Adeptes de l’hybridation, les espèces végétales 
donnent du fil à retordre aux scientifiques qui tentent de les séparer et de les classer 
morphologiquement : le cas du muflier (Antirrhinum majus, Plantaginaceae) est édifiant, les 
hybrides présentent des fleurs de couleurs et de formes intermédiaires aux espèces d’origine, ce 
qui complique grandement la délimitation morphologique des taxons (Jimenez et al., 2005).  
                                                          
1 L’homoplasie correspond à la similitude non-héritée d’un état de caractère, ne provenant donc pas d’un ancêtre 
commun. On parle de convergence lorsque la ressemblance apparaît indépendamment dans des lignées sans liens de 
parenté, de parallélisme lorsque la similitude apparaît indépendamment à partir de taxons phylogénétiquement 
proches et de réversion lorsque l’état dérivé d’un caractère revient à son état ancestral. L’homoplasie constitue est à 
différencier de l’homologie qui est une similitude héritée. 
C 
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L’outil morphologique reste tout de même essentiel à la compréhension des relations qui 
existent entre les organismes, mais, ces dernières années, il est de plus en plus supplanté par 
l’outil génétique qui se veut notamment plus « objectif ». Le succès de ce dernier outil est 
probablement lié aux propriétés suivantes des caractères dits moléculaires : 
(i) la faculté de pouvoir les analyser dans un contexte de variation discrète et ce, grâce aux 
progrès des séquençages protéiques puis nucléiques ; 
(ii) leur abondance : même si les états de ces caractères sont qualitativement moins informatifs 
que ceux des caractères morphologiques (i.e. le changement d’une base en une autre est 
beaucoup plus probable que l’apparition de la vascularisation par exemple), leur nombre est 
quasiment illimité (de l’ordre du million au milliard de paires de bases dans les génomes 
connus) ; 
(iii) leur objectivité : déterminer leur état ne nécessite pas d’expertise taxinomique et garantit 
l’indépendance de l’expérimentateur ; 
(iv) leur ubiquité : il est relativement aisé d’utiliser l’expérience acquise pour un groupe 
taxinomique à des organismes même totalement différents, en effet, un marqueur moléculaire, 
une séquence d’ADN ou une protéine peuvent permettre de comparer des taxons qui présentent 
une forte disparité morpho-anatomique ; 
(v) une partie plus ou moins variable de la variation moléculaire peut être qualifiée de neutre 
évolutivement parlant, ainsi les différences observées n’auront pas de conséquence biologique : 
un exemple probant est celui des mutations dans les régions non-codantes ou des substitutions 
synonymes dans les régions codantes. 
 
 
PRESENTATION DES OBJECTIFS  
 
Le travail résumé dans cette thèse s’inscrit dans le cadre général de la génétique des 
populations, de la biogéographie et de la phylogénie chez les plantes. Il a fait appel à l’utilisation 
d’outils génétiques reposant sur l’analyse de caractères moléculaires ainsi qu’à des outils 
chimiosystématiques se basant sur l’analyse de caractères biochimiques. Le modèle biologique 
d’intérêt est le genre Lupinus (Fabaceae) qui comprend de 200 à 500 espèces de lupins sur tout 
le pourtour méditerranéen et en Amérique. Une grosse partie des travaux réalisés s’est focalisée 
sur le complexe d’espèces Lupinus montanus au Mexique. 
 
En conséquence, l’architecture générale de ce manuscrit s’organise comme suit. 
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Cette partie introductive se poursuit avec un rappel des principaux mécanismes 
générant de la variabilité entre les organismes et la diversité à l’origine des espèces 
indistinctement dans le monde animal et végétal. Il s’axe sur la spéciation (p 13), la radiation 
(p 15) et l’hybridation (p 17).  
Un deuxième point résume la structure et l’organisation de l’ADN (p 21) et son utilité 
comme outil d’étude en génétique des populations et en phylogénie (p 23). Un gros plan sera 
effectué sur les marqueurs utilisés lors de cette thèse.  
La présentation du modèle d’étude, le genre Lupinus, est assurée dans un troisième 
temps : systématique (p 33), description et distribution géographique & caractéristiques 
morphologiques, écologiques et biochimiques (p 35) et une description du complexe L. 
montanus (p 42).  
 
Sont ensuite exposées les études réalisées sur Lupinus montanus. Constituant un 
complexe d’espèces très difficile à dénouer morphologiquement, nous avons tenté de 
caractériser les relations de parenté à l’intérieur de ce complexe sur la base de données 
moléculaires. En effet, très peu d’études se sont focalisées sur des taxons de cette région a 
fortiori sur des plantes de haute-altitude pour lesquelles les processus de diversification et de 
différenciation sont encore peu appréhendés. Notre démarche pour caractériser les patrons de 
variabilité génétique à l’intérieur de L. montanus a conduit à l’écriture de trois articles formant 
trois chapitres.   
Le premier chapitre détermine les outils moléculaires capables de discriminer à une 
échelle taxinomique basse, entre populations pour deux variétés du complexe d’espèces L. 
montanus (utilisation et comparaison des marqueurs ISSR par rapport aux séquences d’ADN). 
Dans le deuxième chapitre, nous avons examiné, à l’aide des ISSR, la diversité 
génétique de la variété la plus largement distribuée le long de l’axe néo-volcanique mexicain. 
Nous avons cherché à caractériser les patrons de diversification pour une plante présentant une 
aire de distribution de type île/archipel et comprendre les mécanismes de différenciation dans 
le centre du Mexique. 
Le troisième chapitre propose une étude des relations de parenté entre les membres 
du complexe d’espèces L. montanus en réalisant une analyse multi-locus combinant plusieurs 
types de marqueurs moléculaires (ISSR, séquences chloroplastiques et nucléaires) afin de mieux 
appréhender les processus biogéographiques à l’origine des patrons génétiques observés 
aujourd’hui. 
 
Le quatrième chapitre présente une alternative aux outils génétiques par l’utilisation 
de marqueurs biochimiques.  
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Les lupins sont des plantes présentant une quantité importante de métabolites 
secondaires, parmi eux les alcaloïdes, qui sont responsables entre autre de la toxicité des parties 
aériennes leur conférant une protection naturelle contre les phytophages : chaque espèce 
présente un profil d’alcaloïdes spécifique. Nous avons donc cherché à savoir si les alcaloïdes 
pouvaient constituer de bons marqueurs phylogénétiques complémentaires aux outils 
moléculaires déjà utilisés chez les lupins afin de clarifier les zones d’ombres qui entourent 
encore la phylogénie du genre Lupinus.  
 
Enfin, une conclusion générale cernant les principales avancées permises par les 
résultats présentés ici sera exposée dans un cinquième chapitre.              
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A. Origine et diversification 
des taxons 
 
 
« Tous les êtres que nos sens peuvent apercevoir, conjointement avec ceux que leur ténuité ou leur 
éloignement nous rendent imperceptibles, forment dans leur ensemble, ce qu’on exprime par le mot 
univers. » 
Jean-Baptiste de Monet, chevalier de Lamarck (1744-1829) 
 
 
 
ans ce chapitre, nous procèderons à un rappel des différents mécanismes à 
l’origine des taxons. Il n’a pas vocation à être exhaustif et évoque simplement 
des études phares dans le domaine de la biologie évolutive qui ont contribué 
parmi d’autres, au développement des connaissances concernant l’origine et la diversification 
des taxons. 
 
1. LA SPECIATION, AUX ORIGINES DES ESPECES 
La diversité spécifique est certainement la plus perceptible puisque l’espèce est devenue 
l’unité de référence pour les scientifiques comme pour le grand public. La fixation d’une espèce 
est une des résultantes principales du processus d’isolement. La diminution ou l’arrêt des flux de 
gènes entre groupes d’individus conduit à long terme à un isolement reproducteur : ainsi, 
chacune des parties évolue de manière indépendante.  
Le concept de spéciation a été développé au 20ème siècle par Ernst Mayr notamment dans ses 
études portant sur les oiseaux (Mayr, 1940). On distingue plusieurs types de spéciation selon 
l’origine de la ségrégation des groupes d’individus. Mais de manière générale, la spéciation est 
fortement liée à l’évolution des traits affectant l’incompatibilité hybride (barrière post-
D 
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zygotique : le croisement entre deux taxons distincts ou en passe de l’être devient 
physiologiquement impossible) et la reconnaissance mutuelle (barrière pré-zygotique : 
l’impossibilité mécanique de la fécondation en est un exemple) (Servedio et Saetre, 2003).  
 
La plus intuitive est la spéciation allopatrique. Une séparation géographique comme 
l’occurrence d’une barrière physique, provoque une diminution des échanges de gènes puisque 
les populations ne sont plus en contact et conduit à la différenciation plus ou moins irréversible 
de ces populations en deux nouvelles espèces. Un exemple connu est celui des passereaux du 
genre Certhia. En Europe, le grimperau des bois (C. familiaris) et le grimperau des jardins (C. 
brachydactyla) présentent des caractères morphologiques très proches mais ont des aires de 
répartition différentes. Il a été démontré qu’au Quaternaire, le refroidissement global a permis la 
descente des glaciers et l’espèce ancestrale s’est réfugiée de part et d’autre du glacier, entamant 
ainsi un processus d’évolution indépendante (Blondel, 1995). En Nouvelle-Zélande, un autre cas 
illustre ce mode de spéciation. Stevens et Hogg (2003) ont mis en évidence une spéciation 
allopatrique chez des amphipodes. Là, ce sont les évènements géologiques post-Pliocène qui 
sont à l’origine d’une barrière géographique expliquant un isolement reproducteur (Figure 1). 
 
 
 
Figure 1. Changements géologiques de l’archipel néo-zélandais depuis 12 millions d’années (Stevens et Hogg, 2003). 
Les flèches représentent les flux de gènes entre des populations d’amphipodes : les échanges entre les côtes Ouest et 
Est sont coupés après le Pliocène. 
 
Lorsqu’il n’y a pas de barrière physique, on peut parler de spéciation sympatrique ou 
péripatrique. Ici, l’isolement reproducteur se produit au sein de la population (sympatrique) ou 
à proximité immédiate dans une niche conjointe (péripatrique), les flux de gènes se spécialisant 
et ne concernant plus que des sous-groupes d’individus. L’isolement reproducteur est souvent 
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dû dans un premier temps à un isolement comportemental sensu lato (Brambilla et al., 2008). 
Chez les végétaux, Aïnouche et al. (2003) ont montré que pour le genre Spartina (Poaceae), une 
espèce européenne (S. anglica) et une espèce américaine (S. alterniflora) s’étaient hybridées 
suite au transport de cette dernière en Angleterre au 19ème siècle. Les hybrides stériles (méiose 
impossible car différences du nombre de chromosomes entre les deux espèces) se sont 
reproduits par multiplication végétative et le nombre de chromosomes a doublé. La 
reproduction sexuée a pu avoir lieu et l’hybride est devenu une nouvelle espèce de S. anglica. 
Alors qu’on évoquait la plupart du temps l’allopatrie pour expliquer des isolats de reproduction, 
Johanesson (2001) a montré que la sélection naturelle agissait beaucoup plus rapidement que 
prévu. Ainsi, la spéciation sympatrique (et plus marginalement péripatrique) jouerait un rôle 
prépondérant dans la diversification du vivant.  
 
2. LE PROCESSUS DE RADIATION EVOLUTIVE 
 La radiation évolutive correspond à une cladogénèse, plus précisément à la naissance de 
deux lignées descendantes à partir d’une lignée ancestrale. Dans les faits, cette scission peut être 
massive, c’est-à-dire qu’on assiste généralement à une explosion du nombre des lignées  
descendantes parmi lesquelles se rencontre(nt) une disparité morphologique et/ou écologique. 
Les données paléontologiques et moléculaires suggèrent que c’est dans les étapes initiales des 
radiations évolutives que la cladogénèse et la divergence morphologique et/ou écologique sont 
les plus marquées (Foote, 1997) même si des études plus récentes tempèrent cette tendance 
(Rüber et Adams, 2001). Une radiation peut être postérieure à une crise d’extinction majeure 
liée par exemple à un bouleversement des conditions abiotiques. Les niches occupées 
auparavant sont alors vacantes permettant aux organismes opportunistes de s’y développer et 
de s’y différencier. La crise K-T (Crétacé-Tertiaire : 65 millions d’années BP) a ainsi été la 
période pendant laquelle les mammifères ont pu se diversifier massivement et coloniser les 
habitats libérés par les dinosaures (David Archibald et Deutschman, 2001). 
La littérature regorge d’exemples de lignées ayant « subi » des radiations évolutives. A titre 
d’exemples remarquables chez les plantes, on peut citer quelques taxons rencontrés sur des îles 
ou archipels océaniques qui constituent des cas d’écoles, parmi lesquels : 
(i) Les Lobelioidae d’Hawaii (Figure 2) : plus de 120 espèces dont des lianes, des buissons, des 
arbrisseaux ou des arbres vivant des forêts humides jusqu’aux formations subalpines qui se 
seraient diversifiés autour de 13 Ma BP (Givnish et al., 1995 ; 2009). 
(ii) Les composées du genre Argyroxiphium, Asteracées comprenant 25 espèces de buissons 
épigés et plantes grimpantes vivant dans une large gamme d’habitats allant des formations 
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xérophiles ou forêts très humides. La radiation serait datée d’environ 5.2 Ma BP (Robichaux et 
al., 1990 ; Carlquist et al., 2003). 
(iii) Les vipérines (Echium) de Macaronésie : 28 espèces de plantes herbacées, buissonnantes ou 
arbustives ayant colonisé les Canaries puis Madère et Cap-Vert il y a 7.9 Ma (Kim et al., 2008).  
(iv) Les laiterons (Sonchus) de Macaronésie constituant une alliance riche de 31 espèces 
principalement herbacées et plutôt inféodées aux milieux secs à mésiques qui auraient divergées 
depuis le continent européen autour de 13 Ma BP (Kim et al., 2008). 
(v) Les hébés (Hebe) formant un large complexe en Nouvelle-Zélande avec plus de 120 espèces 
présentant une large diversité morphologique et écologique (Albach et al., 2004 ; 2005). 
Mais l’exemple certainement le plus célèbre de radiation est à trouver parmi les animaux 
et reste celui des poissons de la famille des Cichlidés dans les grands lacs d’Afrique de l’Est. A 
l’origine étudié par Fryer et Iles (1972), ce modèle évolutif a été, depuis, investigué par de 
nombreuses équipes. En synthétisant l’ensemble de ces travaux, il est toutefois possible de 
distinguer trois étapes dans l’histoire de cette radiation. Ce bilan a été réalisé par Kocher (2004). 
Dans ce papier, il est clairement montré que dans le cas de ces poissons, c’est l’adaptation à 
l’habitat (substrat sableux ou rocheux) qui a ségrégé en premier lieu les populations. C’est 
ensuite l’action successive de la sélection naturelle (fonction des traits morphologiques de la 
mâchoire) et de la sélection sexuelle (couleur des mâles) qui a conditionné la diversification 
rapide et massive des Cichlidés (Figure 3). 
 
 
 
Figure 2. Taxons endémiques de Lobelioidae de l’archipel d’Hawaii et leurs habitats (Givnish et al., 2009). Sur cette 
planche photographique est illustrée la diversité d’habitats dans lesquels l’on retrouve des Lobelioidae. (a) Tourbière 
d’altitude ; (b) Milieu ouvert subalpin ; (c) Falaises maritimes ; (d) Forêt humide côtière ; (e) Sous-bois de forêt des 
brumes ; (f) Clairière de forêt des brumes ; (g) Forêt mésique.  
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Tous les exemples de radiation cités au-dessus présentent en général une forte richesse 
spécifique, comme le montrent très ostensiblement les 500 à 2000 espèces de Cichlidés 
répertoriés dans les lacs Tanganyika, Malawi et Victoria. Cependant, une radiation ne se 
manifeste pas forcément par une spéciation massive (Givnish, 1997) : pour appuyer cette 
hypothèse, Givnish (2010) cite l’exemple d’un genre de Broméliacée (Brocchinia) présent dans 
les Guyanes, qui a connu une diversification adaptative en rapport avec les mécanismes de 
capture des nutriments (plantes carnivores, myrmécophiles, etc.). Mais ce genre ne compte 
qu’une vingtaine d’espèces qui se sont diversifiées quasiment en même temps que les autres 
Broméliacées. Radiation ne rime donc pas forcément avec spéciation massive et rapide. 
 
 
 
Figure 3. Les trois étapes de la radiation des Cichlidés dans le lac Malawi (Kocher et al., 2004). a) La première étape a 
conduit à l’adaptation aux substrats rocheux et sableux du lac. b) La deuxième étape correspond à une radiation des 
morphologies trophiques à l’intérieur de chaque habitat, s’illustrant par une modification de la mâchoire. c) La 
dernière étape est une diversification de la couleur des mâles dans chaque lignée (ici, un exemple pour le genre 
Metriaclima). 
 
3. L’HYBRIDATION 
Dans l’étude des relations de parenté, un processus constitue une source indéniable de 
difficultés taxinomiques : l’hybridation, et en particulier chez les plantes. Une des 
causes/conséquences immédiates de l’hybridation est la cohabitation de taxons distincts mais 
proches, qui vivent en sympatrie. Le voisinage est une situation propice à l’hybridation et il est 
alors difficile de procéder à une identification des hybrides et des espèces sensu stricto sur des 
caractères intermédiaires, notamment morphologiques (Rhymer et Simberloff, 1996). La tâche 
est d’autant plus ardue dans le cas d’introgressions : elles sont le fruit d’une hybridation 
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unidirectionnelle, c’est-à-dire d’une succession de rétrocroisements qui augmente la part de 
l’espèce parente dans le fond génétique des descendants, souvent invisibles 
morphologiquement.  
Alors que les zoologues ont longtemps considéré l’hybridation comme un processus 
limitant la diversification, les botanistes ont davantage évoqué le potentiel diversifiant de 
l’hybridation. Aujourd’hui, on suppose que beaucoup d’espèces végétales seraient d’origine 
hybride, sans pouvoir en estimer précisément la proportion (Seehausen, 2004). Les croisements 
hybrides sont plus fréquents dans les bordures d’aire de distribution : la faible densité de 
population, le manque de partenaire sexuel et la faible sélection contre les hybrides 
représentant les facteurs facilitants (Rieseberg, 1997). L’hybridation crée de la variation sur de 
nombreux traits fonctionnels (notamment ceux quantitatifs, déterminés par l’effet additif de 
plusieurs gènes) et cette variation est une constituante primordiale dans l’occurrence des 
spéciations sans isolement (i.e. spéciation sympatrique) qui peut avoir lieu avec l’action de la 
sélection disruptive2, qui favorise les phénotypes extrêmes. L’hybridation peut induire, 
maintenir et prolonger un cycle radiatif. 
Ainsi, si une population présentant génétiquement une forte variabilité sur des traits 
fonctionnels colonise des niches sous-utilisées, et si seulement quelques niches peuvent être 
utilisées par ces génomes fonctionnels, alors de nombreuses populations vont naître rapidement 
par de multiples évènements de spéciation écologique. Ce postulat constitue l’hypothèse dite de 
l’essaim d’hybrides (de l’anglais « hybrid swarm ») qui serait à l’origine de la radiation 
adaptative. Elle prédit que la probabilité d’occurrence d’une radiation est d’autant plus grande 
que l’avantage des génomes hybrides par rapport aux parentaux est important (Seehausen, 
2004). L’hybridation peut être non seulement à l’origine d’une radiation mais aussi un 
facilitateur pour faire perdurer la diversité fonctionnelle. En effet, après que la radiation a 
progressé jusqu’au niveau où coexistent plusieurs espèces naissantes, une hybridation 
occasionnelle ou localisée entre ces espèces conduirait à l’obtention de nouvelles combinaisons 
de traits requis pour l’utilisation de ressources auparavant non-exploitables.  
Spéciation, radiation, hybridation sont des vecteurs de diversification du vivant qui 
doivent être appréhendés comme étant intimement liés. Depuis quelques décennies maintenant, 
on est capable d’utiliser des outils alternatifs et complémentaires à la morphologie – qui se 
révèle souvent limitante comme vu précédemment – pour mieux caractériser la variabilité que 
l’on suspecte ou pas a priori à différentes échelles taxinomiques. Ces outils sont les marqueurs 
génétiques. Ils constituent un outil de référence aussi bien dans les études populationnelles 
(échelle intra-spécifique) que dans les études phylogénétiques portant sur de plus larges rangs 
                                                          
2 Une population subit de la sélection disruptive sur un trait quantitatif lorsque les phénotypes intermédiaires 
présentent une valeur sélective inférieure à celle des phénotypes extrêmes. Une variation phénotypique importante 
est ainsi générée et perdure même quand la sélection a disparu (Rueffler et al., 2006). 
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taxinomiques (principalement genre et famille). Même si recourir à leur utilisation ne constitue 
pas une panacée, il est indéniable qu’ils ont permis des progrès significatifs dans des domaines 
variés parmi lesquels la génétique des populations, la biologie évolutive et la biogéographie. 
 20 
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B. De l’utilité de l’ADN  
 
 
« La structure de la molécule d’ADN lui permet d’exercer deux pouvoirs dont elle a l’exclusivité : 
faire un double d’elle-même et gérer la réalisation d’autres molécules ; elle est à la fois phénix et 
chef d’orchestre. » 
Albert Jacquard (1925-2013) 
 
 
 
i l’année 1953 reste dans la mémoire collective scientifique comme l’étape la plus 
importante dans la compréhension des mécanismes moléculaires et génétiques, 
c’est grâce à la découverte de la structure en double hélice de la molécule d’ADN 
par Watson et Crick. Même si l’on savait déjà que le matériel génétique était un acide nucléique 
depuis les années 19203, c’est réellement la caractérisation des composants et l’architecture 
reliant ces composants qui a permis d’envisager puis de comprendre les mécanismes qui 
régissent la « vie » de cette molécule, et par extension les relations entre les organismes. 
Dans ce chapitre, nous procèderons à une description de la structure et des différentes 
régions de l’ADN puis à l’intérêt que portent les évolutionnistes à son encontre en exposant les 
différents types de marqueurs génétiques couramment utilisés en génétique des populations et 
en phylogénie, ainsi que leurs caractéristiques. 
 
1. L’ADN, UNE « MOLECULE SANS MYSTERE4» ?  
1.1 STRUCTURES PRIMAIRES ET SECONDAIRES -  RAPPELS  
                                                          
3 L’idée que le matériel génétique est un acide nucléique a germé avec les découvertes de Griffith en 1928 sur la 
transformation des bactéries.  
4 Cette expression, employée par le généticien Albert Jacquard, vient du fait que les réactions et les mécanismes mis en 
évidence au niveau atomiques dans l’ADN sont plutôt bien caractérisés individuellement. C’est l’enchaînement et 
l’enchevêtrement des processus qui présentent une complexité infinie.
S 
Introduction Générale /  B. De l’utilité de l’ADN 
 
22 
 
L’acide désoxyribonucléique – dans sa forme longue – constitue la molécule porteuse de 
l’information génétique héréditaire. Il appartient à la famille des acides nucléiques et est 
constitué d’une succession linéaire de nucléotides. Chaque nucléotide est le résultat de 
l’assemblage d’une base azotée, d’un sucre et d’un groupement phosphate. Les bases azotées 
sont au nombre de quatre : la cytosine (C) et la thymine (T) sont les bases pyrimidiques tandis 
que l’adénine (A) et la guanine (G) sont les bases puriques.  
L’ADN se présente sous la forme d’un double brin (ADN bicaténaire), chaque brin étant 
relié à l’autre par des liaisons hydrogènes. Les bases azotées « reliées » ne le sont pas au hasard 
puisqu’on retrouve systématiquement les couples C-G et A-T. En effet, ces associations 
comportent des bases dites complémentaires : une cytosine fait toujours face à une guanine par 
l’intermédiaire de trois liaisons hydrogène alors qu’une adénine fait face à une thymine par deux 
liaisons hydrogènes. Ainsi, il y autant de C que de G et autant de A que de T, et c’est cette 
organisation primaire qui confère à l’ADN sa structure secondaire en double hélice. Chaque brin 
est polarisé et est orienté 5’ vers 3’ mais les deux brins ont une orientation opposée qualifiée 
d’antiparallèle5. 
Chez les Eucaryotes, une molécule d’ADN nucléaire associée à des protéines nommées 
histones sera contenue dans un chromosome et constituera la chromatine, qui représente le 
matériel génétique condensé et enroulé à la manière d’une pelote de laine.  
 
1.2 L’INFORMATION GENETIQUE  
L’ADN comporte, d’un point de vue de l’information génétique, une succession 
irrégulière d’exons et d’introns. Les exons sont les séquences représentées dans l’ARN alors que 
les introns sont des séquences interposées qui sont supprimées lors de la maturation du 
transcrit primaire en ARNm (les extrémités des exons se rapprochent et forment une boucle qui 
est excisée puis les exons sont épissés : ainsi, l’ARNm est constitué uniquement de séquences 
exoniques).  
La plupart des gènes eucaryotes présentent un enchainement exons-introns et sont 
qualifiés de gènes morcelés ; la proportion d’exons dans l’ADN étant relativement faible par 
rapport à celle des introns. De manière générale, on évoque deux types de séquences selon leur 
caractère informatif : les séquences codantes qui regroupent les séquences géniques (exons et 
introns éventuellement) qui seront traduites en protéines, et les séquences non-codantes dont le 
rôle est pour l’instant encore très obscur.  
L’ensemble des régions non-codantes a été surnommée ADN poubelle dans les années 
1970 (de l’anglais « junk DNA » ; Ohno, 1972) en raison du caractère non-fonctionnel qu’on lui 
                                                          
5 On parle d’orientation 5’-3’ car la liaison phosphodiester se situe entre l’atome du carbone 5’ d’un désoxyribose et 
l’atome de carbone 3’ du désoxyribose adjacent. 
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prêtait ainsi que de la diversité des éléments qui le composent. La composition et le devenir de 
cette partie du génome restent encore mal connus. Elle serait constituée essentiellement 
d’introns (Wong et al., 2000), d’éléments transposables (Biémont et Vieira, 2006), de 
pseudogènes (Balakirev et Ayala, 2003) et d’autres types de séquences répétées (Schmidt et 
Heslop-Harrison, 1998) qui pourraient intervenir dans la régulation, l’expression et la diversité 
génique et ainsi pourrait avoir un rôle fonctionnel indirect. Dû à une accumulation plus 
importante des mutations et à un système de réparation moins performant, l’ADN poubelle est 
plus polymorphe que les régions codantes. 
 
1.3 QUELLE UNITE DE SELEC TION ? 
L’absence de fonction claire de ces régions poubelles a suscité des interrogations quant à 
leur importance dans l’évolution des organismes. En effet, comment une séquence ne pourrait 
exister que pour sa propre réplication et son propre besoin ? C’est la notion d’ « ADN égoïste et 
parasite » (Orgel et Crick, 1980). Quelques années auparavant, les mêmes qualificatifs avaient 
été utilisés pour décrire les séquences fonctionnelles que représentent les gènes : Dawkins parla 
alors de « gène égoïste » qui serait l’unité de sélection alors que l’individu porteur ne serait 
qu’un avatar (Dawkins, 1976). En effet, un gène est transmis de génération en génération et est 
pérenne ; à l’inverse, l’individu n’est que temporaire et l’association de gènes faisant sa 
particularité est remis en jeu par la reproduction sexuée qui implique des recombinaisons et 
donc une perte de son information génétique.  
Ces questions fondamentales font toujours débat aujourd’hui tant les patrons de 
diversité génétique sont variables aux échelles géniques, individuelles, populationnelles ou 
spécifiques. Elles sont à la base des deux approches phylogéniques : la phylogénie des gènes au-
sein de lignées (dont on ne parlera pas ici), et la phylogénie des organismes et la génétique des 
populations se basant sur des marqueurs choisis au préalable.  
 
2. LES MARQUEURS GENETIQUES, DES OUTILS EN VOGUE 
En moins de 50 ans, les marqueurs génétiques ont révolutionné notre vision de la 
biodiversité et nous ont permis de pouvoir être capables de distinguer des taxons sur la base de 
leur génome. En effet, ces outils sont primordiaux pour étudier la variabilité génétique et donc 
révéler du polymorphisme.   
L’étude de la variation génétique dans les populations a été grandement facilitée par le 
développement des marqueurs biochimiques (i.e. les allozymes puis les isoenzymes) dans les 
années 1960. Il s’agissait d’étudier la diversité génétique de manière indirecte par le biais de 
l’étude des séquences d’acides aminés constituant les protéines d’intérêt. Toute variation de la 
Introduction Générale /  B. De l’utilité de l’ADN 
 
24 
 
séquence protéique reflétant une variation au niveau du gène codant pour cette protéine. Le 
principe était de distinguer les différents variants protéiques par électrophorèse grâce aux 
différences de taille et de charge causées par les substitutions d’acides aminés (Loveless et 
Hamrick, 1984). Les premières études réalisées sur Homo sapiens et Drosophila ont révélé un 
polymorphisme important au sein de populations naturelles (Harris, 1966 ; Hubby et Lewontin, 
1966). La plus grande contribution de ces marqueurs biochimiques est probablement le fait que 
ces résultats pionniers (une forte variabilité intra-populationnelle) sont à l’origine de la théorie 
de l’évolution moléculaire neutre qui stipule que la plupart des mutations sont neutres (Kimura, 
1968). Cependant, la critique principale des allozymes fût leur méthode indirecte de détection 
de variation dans l’ADN. Dès lors, le produit d’investigation n’a plus été le produit, tel les 
protéines, mais l’ADN lui-même. 
 
2.1 LES MARQUEURS MOLECULAIRES  
Une large gamme de marqueurs moléculaires a été mise au point durant les dernières 
décennies. Un bilan des avantages et des inconvénients de chaque catégorie est développé ci-
après. 
2.1.1 Les RFLP 
La découverte et la caractérisation des endonucléases de restriction à la fin des années 
1960 a permis l’établissement d’un nouveau type de marqueur : les RFLP (Restriction Fragment 
Length Polymorphism). Il s’agit en fait de découper l’ADN au niveau de séquences nucléotidiques 
reconnus par l’enzyme (i.e. les sites de restriction) pour obtenir un profil de restriction 
spécifique à l’individu. La visualisation des profils se fait sur un gel d’électrophorèse, les 
fragments d’ADN issus de l’action enzymatique se présentant sous la forme de bandes sont 
séparés en fonction de leur taille/charge. Utilisés massivement dans les années 1980, ils ont été 
exploités en génétique des populations, en biogéographie et en phylogénie.   
2.1.2 Des marqueurs basés sur la PCR 
L’invention de la PCR est à l’origine de l’émergence de nouveaux marqueurs qui ont 
contribué à la perte de vitesse des RFLP en génétique évolutive. Pour la première fois, n’importe 
quelle région de l’ADN pouvait être amplifiée et comparée entre individus et/ou taxons sans 
nécessiter notamment de procédures de clonage. 
Les RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) ont été mis en place principalement 
pour étudier des populations ou des taxons proches. Le principe de base est d’amplifier des 
fragments d’ADN résultant de l’emploi d’amorces non spécifiques présentant une séquence 
nucléotidique aléatoire d’environ 10 nucléotides (Williams et al., 1990). La petite taille de 
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l’amorce lui confère une probabilité importante de se fixer à de multiples reprises sur le génome 
et conduit ainsi à l’obtention d’un profil multi-locus. Ne requérant aucune connaissance 
préalable du génome, les RAPD conduisent à étudier un polymorphisme reposant sur la 
présence ou non de fragments, visibles sur un gel d’électrophorèse. Leur emploi est 
recommandé à faible échelle taxinomique tant les phénomènes de co-migration de bandes sont 
importants et que leur homologie est peu avérée. Le manque de reproductibilité et leur 
résolution limitée constituent les limites les plus problématiques pour leur utilisation 
(Schlotterer, 2004).  
Les AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) permettent de travailler 
également sans connaissance préalable du génome. L’ADN est coupé par deux enzymes de 
restriction qui génèrent des fragments que l’expérimentateur affuble ensuite, par ligation,  
d’adaptateurs (i.e. de courtes séquences nucléotidiques complémentaires aux sites de 
restriction). Une fraction du génome est alors amplifiée et des amorces complémentaires des 
adaptateurs, sont hybridées. La visualisation des produits amplifiés est réalisée sur gel de 
polyacrylamide. Un des principaux inconvénients de leur recours est le fait que l’enzyme de 
restriction agit n’importe où dans le génome y compris dans les régions codantes soumis à de 
fortes pressions de sélection, notamment artificielles. Les AFLP ne sont alors pas considérés 
comme des marqueurs neutres. 
Une avancée significative dans la mise en place de marqueurs moléculaires puissants a 
été la découverte et la mise au point des microsatellites (appelés aussi Single Sequence Repeat 
ou Short Tandem Repeats). Ce sont de courtes régions d’ADN présentant des motifs de 2 à 5 
nucléotides répétés de 10 à 30 fois, qui se situent de manière ubiquitaire dans l’ADN non-codant 
(Zietkiewicz et al., 1994) et plus marginalement dans les régions codantes (Zane et al., 2002). 
L’origine des microsatellites est incertaine mais d’aucuns supposent une erreur locale 
d’appariement de l’ADN créant une structure tertiaire de type boucle qui permettrait 
l’accumulation d’une structure répétée pour corriger et réparer la zone ayant perdu cet 
appariement. Deux évènements peuvent expliquer ce mécanisme : la fixation temporaire d’une 
queue poly-A durant la transcription ou plus probablement l’insertion d’éléments mobiles dans 
cette partie du génome. Les microsatellites présentent des taux de mutations très élevés ce qui 
en fait des marqueurs hautement polymorphes : ceci est dû au fait que lors de la réplication, la 
polymérase « glisse » le long de ces motifs répétés et introduit des erreurs de réplication, c’est ce 
qu’on appelle le dérapage réplicatif (Schlötterer, 2004). Ces erreurs sont d’autant plus marquées 
qu’elles sont moins sujettes à réparation lorsqu’elles sont dans l’ADN non-codant, où les 
mécanismes de réparation sont plus souples.  
La méthodologie se base sur l’isolement de locus microsatellites chez un individu 
représentatif du ou des taxon(s) à étudier. L’ADN est d’abord digéré par une enzyme de 
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restriction et seuls les fragments de petite taille (200 à 400 pb) sont récupérés puis clonés. Des 
sondes microsatellites (fluorescentes ou radioactives) sont utilisées pour rechercher tous les 
clones présentant des séquences microsatellites. Ces clones sont alors séquencés. Les régions 
entourant les microsatellites sont utilisées et servent d’amorces spécifiques pour amplifier les 
microsatellites en question. Le polymorphisme de longueur des allèles est révélé sur un gel de 
polyacrylamide. 
Le fort taux de mutation et la clarté des patrons observés font qu’aujourd’hui, les 
microsatellites sont probablement les marqueurs génétiques les plus utilisés en génétique des 
populations. Néanmoins, l’obligation de redéfinir des motifs puis des amorces pour chaque 
nouveau taxon représente une tâche fastidieuse et coûteuse : l’isolement des microsatellites est 
souvent infructueuse et le nombre de clones positifs peut être quasi-nul (Zane et al., 2002).  
2.1.3 Autres marqueurs basés sur la PCR ; les ISSR 
La technique des ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) est également basée sur 
l’amplification de fragments d’ADN par PCR. Mise au point par Zietkiewicz et al. (1994), elle 
repose entièrement sur la découverte des microsatellites. En effet, il s’agit d’amplifier des 
régions conservées situées entre deux séquences microsatellites orientées dans des directions 
opposées (Figure 4). Les microsatellites sont alors utilisés comme des amorces et permettent 
d’amplifier un grand nombre de fragments de tailles différentes tant les microsatellites sont 
polymorphes. Il est possible de rajouter plusieurs nucléotides dégénérés à l’extrémité 5’ ou 3’ 
afin d’affiner l’amplification et d’améliorer la lisibilité des gels d’électrophorèse en diminuant le 
nombre de bandes. La majorité des fragments mesure entre 200 et 2000 pb et le degré de 
résolution se situe entre 20 et 40 nucléotides environ. Les ISSR agissent comme des marqueurs 
dominants même si certaines études ont pu démontrer leur co-dominance et donc permettre la 
distinction entre homozygotes et hétérozygotes (Sankar et Moore, 2001).  
Les méthodes de détection des patrons tournent autour de l’électrophorèse sur gel 
d’agarose et sur gel de polyacrylamide. Bien que les gels de polyacrylamide aient une meilleure 
résolution, de forts niveaux de polymorphisme ont été révélés sur agarose (Nan et al., 2003 ; 
Luan et al., 2006 ; Meloni et al., 2006).  
La dominance de ces marqueurs ne permet pas d’étudier en détails la structure interne 
des populations notamment au travers des fréquences alléliques ou du pourcentage 
d’hétérozygotie. Cela dit, ils permettent de révéler de forts degrés de polymorphisme et sont 
recommandables dans les études s’intéressant aux processus de différenciation entre 
populations ou entre taxons proches (Pradeep Reddy et al., 2002). Ils constituent également une 
approche très peu coûteuse puisqu’ils ne nécessitent pas d’études exploratoires du génome en 
amont et combinent les points forts des AFLP et des microsatellites avec l’universalité des RAPD 
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(Pradeep Reddy et al., 2002). Enfin, les opinions divergent sur la reproductibilité des profils ISSR 
obtenus et donc des résultats, certains avancent une faible reproductibilité pendant que d’autres 
louent leur haute répétabilité (Bornet et Branchard, 2001 ; Wink, 2006). 
 
 
Figure 4. Représentation schématique de la technique des ISSR. a) La zone amplifiée se situe entre deux séquences 
microsatellites (en rouge) : les amorces complémentaires (en bleu) s’hybrident à ces microsatellites et l’action de la 
polymérase génère des fragments d’ADN de taille variable, voir b). c) La séparation et la visualisation des fragments 
amplifiés par PCR se déroulent sur un gel d’électrophorèse et conduit à l’obtention de profils ISSR spécifiques aux 
individus étudiés. La photo a été prise sous rayonnement UV pour révéler un patron de bandes correspondant aux 
fragments d’ADN associés au BET (Bromure d’EThidium). 
 
Grâce à leur fort potentiel discriminant, les ISSR ont été et sont utilisés massivement 
chez les végétaux, en particulier chez les plantes cultivées où ils servent comme générateur 
d’empreintes génétiques6 pour différencier et identifier des cultivars ou des hybrides dans 
l’optique de compiler des informations sur le matériel génétique disponible en agriculture et en 
horticulture (Miao et al., 2008 ; Garriga et al., 2013 ; Tesfaye et al., 2014). De même, les ISSR sont 
très usités  chez les plantes en génétique des populations [Juniperus (Meloni et al., 2006), 
Ammopiptanthus  (Ge et al., 2005), Primula (Nan et al., 2003), Botrychium (Camacho et Liston, 
                                                          
6 L’expression vient de l’anglais « genetic fingerprinting ». Il est à noter qu’elle ne caractérise pas uniquement les ISSR 
puisqu’on parle d’empreintes génétiques également pour des marqueurs tels que les RAPD, les microsatellites ou les 
AFLP. 
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2001), Viola (Culley et Wolfe, 2001), Asparagus (Sica et al., 2005)], en génétique de la 
conservation [Aster (Escaravage et al., 2011), Dipteronia (Qiu et al., 2007), Haloxylon (Sheng et 
al., 2005)], et en phylogénie moléculaire pour déduire les relations de parenté entre taxons 
proches (Wink et al., 2002 ; Treutlein et al., 2003 ; Meimberg et al., 2006).  
 
2.2 LE SEQUENÇAGE ADN 
L’amplification, la comparaison et l’analyse de séquences d’une région génomique 
donnée entre individus ou taxons, fournit certainement l’information génétique la plus fine. Chez 
les plantes, la plupart des travaux génétiques et phylogénétiques se concentrent sur l’analyse de 
régions de l’ADN chloroplastique et de l’ADN nucléaire.  
Le génome chloroplastique s’organise en une molécule d’ADN généralement linéaire ou 
ramifiée plutôt que circulaire (Bendich, 2004), qui varie très peu en termes de structure, de taille 
et composition génique au sein des Angiospermes. Il est constitué de 135 à 160 kb et est 
caractérisé par l’occurrence d’une répétition inversée (de l’anglais « inverted repeat ») d’environ 
25 kb qui divise le reste du génome en deux régions : la LSC (Long Single Copy) et la SSC (Short 
Single Copy) (Palmer, 1985). Le génome chloroplastique n’est pas recombinant et contient à la 
fois des gènes hautement conservés fondamentaux pour la vie de la plante, mais aussi des 
régions beaucoup plus variables qui sont informatives à des échelles de temps importantes 
(Heinze, 2007). La transmission du patrimoine génétique des chloroplastes n’est pas 
mendélienne et suit une hérédité maternelle.  
Le génome nucléaire est sans conteste beaucoup plus complexe que les génomes 
d’organites tant dans sa diversité génique que dans sa taille et plusieurs défis compliquent son 
utilisation en tant qu’outil phylogénétique. Pour la majorité des organismes, l’ADN nucléaire 
présente un taux d’évolution assez bas sauf pour les plantes où ce taux est comparativement 
beaucoup plus important (Li, 1997). De manière générale, la vitesse d’évolution de l’ADN 
nucléaire végétal est plus rapide que celui de l’ADN chloroplastique et le taux de substitutions 
(comptabilisant les mutations synonymes et non-synonymes7) présente des valeurs plus 
importantes surtout pour les mutations synonymes (Tableau 1). Les séquences avec des taux de 
mutations bas doivent en priorité être utilisées pour déduire les relations de parenté à haute 
échelle taxinomique alors que les séquences très variables (fort taux de mutation) semblent plus 
                                                          
7 Une mutation synonyme est une mutation qui touche les nucléotides d’une séquence exonique  codant pour une 
protéine sans en modifier la séquence d’acides aminés. On a longtemps considéré ce genre de mutation comme 
silencieuse car n’entraînant aucun changement protéique structurel. Néanmoins, il semblerait que ce type de 
mutation pourrait affecter les mécanismes de transcription, d’épissage et de transport des ARN messagers. Une 
mutation non-synonyme, à l’inverse, entraîne une altération de la séquence d’acides aminés de la protéine codée : par 
conséquent ce type de mutation peut modifier certaines fonctions biologiques et est donc fortement sujet à l’action de 
la sélection naturelle. 
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adaptées pour discriminer des taxons étroitement apparentés (Heinze, 2007). L’ADN nucléaire 
est recombinant et suit une transmission mendélienne. 
L’utilisation des séquences nucléaires et chloroplastiques implique des difficultés à 
prendre en compte dans les analyses, qui incluent entre autres (i) la sélection (non-neutralité), 
(ii) le polymorphisme d’insertion/délétion (i.e. indels), (iii) la faible divergence et les problèmes 
de polytomie et (iv) les problèmes de PCR et de séquençage.  
 
Tableau 1. Taux d’évolution moyen des génomes nucléaires et chloroplastiques (d’après Zhang et Hewitt, 2003). 
Types d'ADN Organisme Taux d'évolution (%/Ma) 
ADN nucléaire 
  
sites non-synonymes Mammifères 0.15 
 
Plantes (Monocotylédones) 0.014 
sites synonymes Mammifères 0.7 
 
Plantes (Monocotylédones) 0.114 
ADN chloroplastique 
  
sites non-synonymes Plantes (Angiospermes) 0.004-0.01 
sites synonymes Plantes (Angiospermes) 0.024-0.116 
 
 (i) Le niveau de variation nucléotidique dans l’ADN est le résultat de l’interaction entre 
sélection et recombinaison. La théorie suggère que la sélection naturelle est moins efficace dans 
les régions peu ou pas recombinantes (ADN chloroplastique et certaines régions nucléaires), qui 
sont caractérisées par un lien important entre nucléotides (une grande région devient l’unité de 
sélection tant les bases sont liées entre elles). Ainsi, la sélection agissant sur quelques 
nucléotides va en réalité affecter la région entière : c’est l’effet auto-stop (de l’anglais « hitch-
hiking effect » : Maynard Smith et Haigh, 1974). Au contraire, dans les régions à forte 
recombinaison (certaines régions de l’ADN nucléaire), les nucléotides représentent des unités de 
sélection indépendantes, la sélection sur un seul ou quelques nucléotides n’agira que sur ces 
nucléotides impliquant de fait un taux de substitution global plus important. Cela est 
d’importance car cela veut dire que la neutralité supposée d’une séquence d’ADN n’est pas 
simplement déterminée par son importance fonctionnelle : en effet, les régions sans fonction 
mais liées à des séquences fonctionnelles ne suivront pas une évolution neutre.  
(ii) Une partie importante des régions d’ADN utilisées sont non-codantes car elles sont 
habituellement plus variables que les régions codantes. En plus des substitutions, les indels 
représentent un part importante du polymorphisme détecté et ont longtemps été traités comme 
de l’information manquante ou des ambiguïtés. Pourtant, il s’agit bien d’évènements à prendre 
en compte qui constituent de l’information phylogénétique. 
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(iii) L’obtention de polytomies dans les phylogénies peut s’avérer être informative dans 
le cas de taxons issus de radiation ou en cours de différenciation. Mais il peut s’agir aussi d’une 
trop faible divergence dans les séquences : c’est certainement une des limites les plus fréquentes 
des séquences d’ADN. Dans la majorité des études, la divergence entre paires de séquences 
n’excède pas 2% (Zhang et Hewitt, 2003). 
(iv) Pour obtenir une séquence à partir d’un échantillon végétal, la procédure 
méthodologique est devenue une routine (Figure 5). Cependant, il n’est pas rare que les 
séquences obtenues présentent divers problèmes, particulièrement d’un point de vue qualitatif 
(électrophérogrammes peu lisibles, décalage des cadres de lecture, mauvaise correspondance 
entre les deux brins d’ADN séquencés, erreurs de la polymérase (sur des motifs poly-A par 
exemple), etc.). 
 
 
 
Figure 5. De l’échantillon à la séquence d’ADN chez les plantes (d’après Wink, 2006). Trois méthodes d’extraction de 
l’ADN sont présentées ici : par l’utilisation de kits commerciaux comprenant des tampons (ADN buffer),  d’éthanol et 
de CTAB (Cetyl TrimethylAmmonium Bromide). 
Tissu végétal 
(feuilles) 
ADN buffer Éthanol  
Isolement de l’ADN total 
Amplification de la séquence d’intérêt par PCR avec des marqueurs 
spécifiques 
Cycles PCR pour séquençage et Séquençage 
automatique 
Séquence(s) 
d’ADN 
taxon 1 ATG CAT GGG CTT TAA GGC CT 
taxon 2 ATG CAT GGT CTA GAA GGC CT 
taxon 3 ATG CAA GGT CTA GAA GGT CT  
taxon 4 ATG CAT GGT CTA TAA GGT CT 
Reconstruction 
phylogénétique 
Alignement 
CTAB 
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Malgré ces paramètres limitants à prendre en considération, les séquences d’ADN sont 
utilisées presque systématiquement dans les travaux phylogénétiques, phylogéographiques et 
en génétique des populations, et l’usage de données nucléaires combinées à des données 
chloroplastiques est devenue légion chez les botanistes évolutionnistes : à l’échelle de la famille 
ou de la sous-famille (Kadereit et al., 2006 ; Li et al., 2010 ; Bardon et al., 2012 ; Leslie et al., 
2012), du genre (Chandler et al., 2001 ; Liu et al., 2012), entre espèces proches (Hayakawa et al., 
2011 ; Neophytou et al., 2011) et même entre populations d’une même espèce  (Minobe et al., 
2010 ; Ruiz-Sanchez et Specht, 2013 ; Yan et al., 2014). 
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C.  Le genre Lupinus 
 
 
« La botanique, c’est l’art de sécher les plantes entre des feuilles de papier et de les injurier en grec 
et en latin. » 
Alphonse Karr (1808-1890) 
 
 
 
ême pour les novices, les lupins sont des plantes relativement familières : ils 
sont utilisés fréquemment comme plantes horticoles dans les parcs, les 
jardins et les aménagements urbains. Des exigences écologiques limitées, 
une culture aisée et une hampe florale très colorée en font de très bons candidats pour le titre de 
plus belle plante ornementale. Cependant, ces modèles horticoles8 ne représentent qu’une 
infime poignée parmi la très grande diversité du genre Lupinus. Vivant depuis le niveau de la 
mer jusqu’aux prairies alpines, les lupins constituent un genre très diversifié et complexe qui 
pose chez les botanistes évolutifs,  de vastes questions taxinomiques, phylogénétiques et 
biogéographiques. 
 
1. SYSTEMATIQUE 
Le genre Lupinus rassemble des plantes à fleurs appartenant à la famille des Fabaceae, à 
la sous-famille des Faboideae et à la tribu des Genisteae (Figure 6).  
Anciennement appelées Légumineuses, les Fabaceae comprennent des espèces qui sont 
caractérisées par leur fruit sec déhiscent, la gousse. Avec environ 750 genres et plus de 19 500 
espèces, c’est la troisième plus grande famille parmi les Angiospermes (Lewis et al., 2005). Elle 
                                                          
8 Les lupins ornementaux cultivés sont principalement issus de croisements hybrides. Les plus courants sont les 
lupins de Russell (Lupinus x russellii, du nom de leur « inventeur » George Russell) qui sont le produit de croisements 
entre une espèce utilisée en jardinerie, L. polyphyllus (d’origine américaine) et d’autres espèces comme L. sulphureus 
et L. arboreus.  
M 
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présente une distribution globale englobant tous les types de biomes et comprend  des 
composants importants des écosystèmes tempérés, méditerranéens, tropicaux et arides, des 
forêts humides et des savanes (Schrire et al., 2005). Les Fabaceae présentent une extraordinaire 
diversité morphologique et d’histoires de vie allant des lianes et des arbres géants de forêt 
humide aux buissons épineux, aux herbacés éphémères, aux plantes grimpantes et aux plantes 
pyrophiles ; le taux moyen de diversification spécifique est d’ailleurs l’un des plus grands parmi 
les Angiospermes (Magallón et Sanderson, 2001). C’est parmi les Fabaceae que l’on retrouve un 
grand nombre d’espèces d’intérêt agricole, avec la domestication entre autres du soja (Glycine 
max (L.) Merr.), du haricot (Phaseolus vulgaris L.), du pois (Pisum sativum L.), de l’arachide 
(Arachis hypogaea L.), de la lentille (Lens culinaris Medik.) pour l’alimentation humaine, et de la 
luzerne (Medicago sativa L.) et des trèfles (Trifolium L.) comme plantes fourragères.  
Les Faboideae (Papilionoideae) constituent la plus grande sous-famille avec 13 800 
espèces (Lewis et al., 2005). Un grand nombre d’études phylogénétiques a été réalisé dans cette 
sous-famille principalement à l’échelle du genre ou de la tribu. On distingue deux groupes 
principaux à l’intérieur de la sous-famille : un groupe comprenant les lignées des Swartzioides et 
des Aldinoides et un groupe monophylétique comprenant toutes les autres Faboideae 
(Wojciechowski et al., 2004). Ce dernier clade se caractérise par une inversion de 50 kb dans la 
région LSC (Long Single Copy) de l’ADN chloroplastique (Palmer et Thompson, 1982), qui serait 
sans conséquence biologique et ne génèrerait pas de synapomorphie morphologique. 
Cependant, toutes les espèces de ce clade sont capables de nodulation, ce qui n’est pas le cas des 
lignées ne présentant pas cette inversion chloroplastique (Sprent, 2009). 
La tribu des Genisteae est placée dans ce clade et fait partie d’un plus petit groupe 
monophylétique, le clade des Génistoides (avec les Crotalarieae, les Euchresteae, les Podalyrieae, 
les Sophoreae sensu stricto et les Thermopsideae). Deux des caractéristiques principales sont la 
production et l’accumulation d’alcaloïdes quinolizidiniques et un nombre original de 
chromosomes n = 9 (Wojciechowski et al., 2004). Les Genisteae comprennent le groupe des 
Argyrolobium, les Genistinae9 et le genre Lupinus.  
                                                          
9 Les Genistinae sont aussi connus sous le nom de complexe Cytisus-Genista et rassemble toutes les plantes qui portent 
les noms vernaculaires de « genêt » et « ajonc ». Parmi les genres les plus emblématiques à citer, on trouve Cytisus, 
Genista, Spartium et Ulex.  
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2. DESCRIPTION ET DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE 
2.1 DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE  
Le genre Lupinus comprend des espèces principalement herbacées qui peuvent être 
annuelles, bisannuelles ou pérennes, ainsi que quelques espèces ligneuses (arbustes ou 
arbrisseaux). 
Les feuilles sont majoritairement composées digitées comprenant de 5 à 12 folioles 
entières ; cependant, quelques espèces américaines présentent des feuilles simples entières à 
tendance obtuses. Les stipules sont soudées au pétiole par leurs bases et sont généralement 
engainantes. 
Les fleurs, de couleurs variables mais avec une forte tendance pour le bleu (incluant 
toutes les nuances intermédiaires) et le jaune sont rassemblées en épis ou en grappes terminales 
pédonculés affublés de bractées caduques ou persistantes. Elles sont portées par des pédicelles 
mesurant de 2 à 12 mm. Les fleurs sont à symétrie bilatérale et sont dites papilionacées : le 
calice bilabié exhibe des lèvres entières ou bi voire tridentées, la corolle est zygomorphe et 
généralement glabre sauf au-niveau de la quille, l’étendard imposant est caréné sur sa face 
 
Figure 6. Position phylogénétique simplifiée du genre Lupinus au sein des Fabaceae, basée sur une compilation 
des séquences chloroplastiques de rbcL, matK et trnL-trnF et des séquences nucléaires de l’ITS (d’après 
Aïnouche et Bayer, 1999 ; LPGW, 2013). 
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dorsale, les ailes sont connées10 au sommet. Les carènes se terminent par un bec acuminé. Les 
étamines sont monadelphes11 et possèdent des anthères di-morphiques plutôt introrses et les 
ovaires contiennent de 4 à 12 ovules. 
Le fruit est une gousse plus ou moins velue, généralement oblongue, contenant des 
graines de tailles, de formes et de structures tégumentaires variables (Figure 7). 
 
 
 
Figure 7. Morphologie générale du genre Lupinus. A. Feuille digitée ou A’. Feuille unifoliée ; B. Corolle, a. Etendard, b. 
Ailes, c. Quille (ou Carène) ; C. Androcée ; D. Fruit fermé ; E. Fruit ouvert, d. Graine.   
  
2.2 DISTRIBUTION GEOGRAPHIQUE  
Le genre Lupinus suit une distribution qui a la particularité d’être amphi-atlantique 
puisqu’il occupe l’Amérique du Nord et du Sud (i.e. Nouveau Monde) ainsi que les régions 
principalement méditerranéennes d’Europe, d’Afrique et d’Asie – uniquement au Proche-Orient 
– (i.e. Ancien Monde). Cependant, cette répartition est très inégale car seuls 17 à 18 taxons sont 
                                                          
10 Adjectif employé en botanique pour définir des pièces semblables qui vont présenter à leur base, une soudure plus 
ou moins complète. 
11 L’androcée est dite monadelphe lorsque les étamines forment un faisceau car elles sont soudées entre elles par leur 
filet. 
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présents sur le pourtour méditerranéen. Le Nouveau Monde regroupe l’écrasante majorité des 
lupins avec un nombre considérable d’espèces, nombre qui oscille aujourd’hui entre 200 (Dunn, 
1984), 280 (Eastwood et al., 2008), 300 (Kasprzak et al., 2006) et 500 (Bermúdez-Torres et al., 
2009) : c’est le siège de trois foyers majeurs de diversification reconnus que sont les Andes (à 
l’instar d’autres genres de plantes, les lupins y ont subi une radiation évolutive), la 
Mésoamérique et les Rocheuses (Hughes et Eastwood, 2006 ; Drummond, 2008). 
2.2.1 Lupins de l’Ancien Monde 
 Tous les lupins de l’Ancien Monde sont des plantes herbacées annuelles qui vivent à 
altitude faible ou modérée (généralement inférieure à 2000 m) (Plitmann et Heyn, 1984). Il est 
admis que ces espèces se divisent en deux groupes selon la microstructure du tégument externe 
de la graine : les Scabrispermae (lupins possédant des graines rugueuses) et les 
« Malacospermae » (lupins possédant des graines lisses) (Tableau 2). 
 (i) La section des Scabrispermae forme un groupe monophylétique fortement soutenu 
qui compte neuf espèces et variétés rencontrées essentiellement en Afrique et à l’est du bassin 
méditerranéen, et qui présentent pour la plupart une aire de distribution très restreinte. Cet 
endémisme notoire explique en partie la découverte ces 20 dernières années d’une nouvelle 
espèce : L. anatolicus W.Święcicki & W.K.Święcicki a été découverte dans les années 1990 en 
Turquie et présente des caractères morphologiques intermédiaires entre L. pilosus et L. 
micranthus. Originellement considérée comme un lupin à graines lisses (Święcicki et al., 1996), 
elle a été intégrée parmi les Scabrispermae après un examen plus approfondi de la 
microstructure tégumentaire de ses graines ainsi que sur la base de données génétiques 
(Aïnouche et Bayer, 2000). Les espèces ayant la répartition la plus méridionale sont L. princei, un 
lupin des plateaux du Kenya et de Tanzanie, et L. somaliensis pour qui il n’existe qu’un seul 
exemplaire connu collecté à la fin du 19ème siècle dans la corne de l’Afrique, et dont le statut peut 
être remis en question. 
 (ii) Les « Malacospermae » constituent un groupe très hétérogène de lignées 
paraphylétiques rassemblant les lupins à graines lisses. Cinq espèces à large répartition sont 
retrouvées le long des côtes méditerranéennes : L. albus, L. angustifolius, L. luteus, L. hispanicus et 
L. micranthus. Cette distribution élargie a longtemps entraîné des confusions taxonomiques tant 
la synonymie était importante pour les « Malacospermae ». Przyborowski et Weeden (2001) ont 
procédé, par exemple, à une étude moléculaire pour clarifier les statuts de L. graecus, L. vavilovi, 
L. termis et L. albus : sur la base de leurs données génétiques, elles appartiennent toutes à L. 
albus qui se compose de deux variétés, albus et graecus. 
 Une espèce nouvelle, L. mariae-josephi, découverte très récemment en Espagne (Pascual, 
2004), présente des similitudes morphologiques avec les sections Micranthi et Lutei des 
Introduction générale / C. Le genre Lupinus 
38 
 
« Malacospermae » et une microstructure tégumentaire des graines intermédiaire aux 
Scabrispermae et aux « Malacospermae ». De plus, sur la base de données phylogénétiques, elle 
serait proche de lupins unifoliés de Floride, rendant sa position au sein des lupins européens 
très fastidieuse (Mahé et al., 2011).  
 
Tableau 2.  Répartition des lupins de l’Ancien Monde. L’espèce nouvellement décrite L. mariae-josephi reste 
énigmatique quant à son rattachement aux Scabrispermae ou aux « Malacospermae ». 
 Section Taxon Distribution 
 
 
 
 
Lupins à graines 
rugueuses 
Scabrispermae L. cosentinii Péninsule ibérique ; Maroc ; Tunisie ; 
Sardaigne ; Corse ; Pouilles 
 L. digitatus Vallée du Nil ; Sahara occidental ? 
 L. princei Kenya ; Tanzanie 
 L. atlanticus Maroc 
 L. pilosus Turquie ; Liban ; Israël 
 L. pilosus var. tassilicus Algérie (Hoggar) 
 L. palaestinus Palestine ; Sinaï 
 L. anatolicus Turquie 
  L. somaliensis Somalie ? 
 
 
 
 
Lupins à graines lisses  
(« Malacospermae ») 
Angustifolii L. angustifolius Pourtour méditerranéen 
 L. angustifolius var. reticulatus Pourtour méditerranéen 
Lutei L. luteus Péninsule ibérique ; Maroc ; Tunisie ; 
Sardaigne ; Corse ; Grèce ; Turquie 
 L. hispanicus Péninsule ibérique 
 L. hispanicus var. bicolor Grèce ; Turquie 
Micranthi L. micranthus Pourtour méditerranéen 
Albi L. albus Pourtour méditerranéen 
 L. albus var. graecus Balkans ; Grèce ; Turquie 
? 
 L. mariae-josephi Espagne 
2.2.2 Lupins du Nouveau Monde 
 Les lupins du Nouveau Monde occupent la quasi-intégralité du continent américain en 
suivant une distribution continue, de l’Alaska à la Patagonie, et occupent ainsi un large spectre 
d’habitats. Ils présentent une grande diversité morphologique avec conjointement des espèces 
herbacées (formes prostrées ou en rosette) et des espèces ligneuses (buissons, arbrisseau et 
arbustes). Cette grande variabilité écologique et morphologique explique en partie les difficultés 
qu’ont rencontrées les taxinomistes pour mettre au clair les relations de parenté à l’intérieur du 
genre, particulièrement au Nouveau Monde. Les premières études phylogénétiques (Käss et 
Wink, 1997 ; Aïnouche et Bayer, 1999) n’ont pas permis de résoudre véritablement ces 
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problèmes en raison d’échantillonnages trop faibles et incomplets, notamment concernant les 
espèces sud-américaines, et également en raison de l’utilisation de loci nucléaires pas 
suffisamment variables. Comme pour d’autres genres très diversifiés, il n’existe que très peu de 
caractères morphologiques dans le genre Lupinus qui peuvent être utilisés sans aucune 
ambiguïté comme des caractères discrets. Eastwood et al. (2008) n’ont retenu que 
cinq caractères pour des études comparatives : la morphologie foliaire, le nombre de 
chromosomes, la forme des cotylédons, la microstructure tégumentaire de la graine et l’histoire 
de vie (annuelle ou pérenne).  
Malgré ces obstacles méthodologiques, la phylogénie des lupins américains s’est 
largement précisée ces dernières années avec les travaux de Hughes et Eastwood (2006), 
Eastwood et al. (2008) et Drummond et al. (2008 ; 2012). L’hypothèse d’une origine 
méditerranéenne (datée d’environ 16 millions d’années) puis d’une colonisation du genre vers le 
Nouveau Monde est communément admise. De plus, elle a permis de révéler, à l’aide de 
nouveaux loci combinés à des données écologiques et morphologiques, trois groupes principaux 
: un clade comprenant des espèces unifoliées du Sud-Est des Etats-Unis, le clade des lupins de 
l’Est de l’Amérique et le clade très diversifié de l’Ouest de l’Amérique (Figure 8). 
(i) Les lupins du Sud-Est des Etats-Unis ne comprennent que quatre espèces (L. 
villosus, L. diffusus, L. cumulicola et L. westianus) et sont considérés comme un groupe frère des 
lupins de l’Ancien Monde (Eastwood et al., 2008). Leur nombre de chromosomes est égal à 2n = 
52. 
(ii) Les lupins de l’Est de l’Amérique, qui constituent la section « Orientalis » selon 
Eastwood et al. (2008), regroupent des espèces présentant un nombre de chromosomes 2n = 36.  
Ces deux clades étaient auparavant rassemblés dans un unique groupe des lupins 
de l’Est. En effet, sur la trentaine d’espèces que comportent ces deux clades, 19 sont unifoliées 
(15 en Amérique du Sud et 4 aux Etats-Unis) et toutes étaient considérées comme très proches. 
Les espèces nord-américaines étaient supposées être issues des espèces sud-américaines par 
des évènements de dispersion à longue distance puis de diversification in situ (Dunn, 1971). 
Cependant, le regroupement sur la morphologie foliaire est bancal et cache deux limites 
principales : plusieurs espèces à feuilles digitées possèdent des feuilles unifoliées à un stade 
juvénile, et il existe une espèce sud-américaine qui présente sur le même pied les deux types de 
feuilles, L. paraguariensis (Planchuelo et Dunn, 1984). Par conséquent, et suite aux récentes 
phylogénies, cet ancien groupe a été scindé en deux clades distincts : la présence de feuilles 
digitées représente en réalité le caractère ancestral et les feuilles unifoliées sont apparues deux 
fois de manière indépendante à l’intérieur du genre contrairement à ce qu’on supposait 
jusqu’alors (Eastwood et al., 2008) : ainsi, le scénario de dispersion à longue distance est devenu 
caduque. Ces deux clades partagent néanmoins des exigences écologiques similaires qui peuvent 
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expliquer une convergence adaptative via la mise en place de feuilles simples. On retrouve les 
lupins unifoliés à faible altitude dans les plaines et les milieux secs (prairies et pinèdes à fort 
régime de feu, Cerrado, etc.) aux Etats-Unis et en Amérique du Sud, formant des populations 
étonnamment peu denses par rapport aux populations très compactes d’autres espèces de 
lupins. Le caractère unifolié pourrait représenter un trait adaptatif pour permettre une 
croissance plus rapide après incendie (Eastwood et al., 2008). 
(iii) Les lupins de l’Ouest de l’Amérique (rassemblés dans la section « Occidentalis ») 
constituent de loin le clade le plus diversifié avec trois centres de diversification : les Andes et la 
Mésoamérique avec environ 80 espèces chacune, en majorité annuelles, et les Rocheuses avec 
une centaine d’espèces annuelles et pérennes.  Toutes ces espèces ont un nombre de 
chromosomes plus important que les deux clades précédents avec 2n = 48.  
Dans les Andes, Hughes et Eastwood (2006) ont mis au jour une radiation évolutive 
rapide et très récente12 permise grâce à l’émergence de nouveaux habitats entre la fin du 
Pliocène et le Pléistocène, qui serait postérieure à la surrection de la cordillère. Au Mexique, 
l’échantillonnage incomplet n’a pas permis jusqu’alors de résoudre les relations de parenté et les 
dynamiques évolutives du genre qui restent donc des questions primordiales. De fait, la 
phylogénie des espèces andines et mésoaméricaines se caractérisent par des polytomies qui 
trouvent leurs origines soit dans des processus de diversification massive difficiles à dénouer 
(Andes), soit dans les difficultés méthodologiques et d’échantillonnage (Mexique).  
Dans le Nord-Ouest de l’Amérique (particulièrement dans les Rocheuses), Drummond 
(2008) a démontré que les espèces pérennes seraient en réalité dérivées des espèces annuelles 
par adaptation à l’habitat. Effectivement, les annuelles se retrouvent à faible altitude dans les 
habitats les plus arides alors que les pérennes se rencontrent dans les milieux mésiques 
d’altitude. Ces transitions se sont faites à de multiples reprises et de manière indépendante 
durant l’histoire évolutive du genre Lupinus, et ce dans les deux sens. 
                                                          
12 En utilisant les séquences de la région ITS de l’ADN nucléaire ribosomal combinées à celles d’une copie (LEGCYC1A) 
du gène régulateur CYCLOIDEA intervenant dans la symétrie florale –, les auteurs ont daté la radiation des espèces 
andines d’environ 1.5 million d’années. Le taux moyen de diversification du genre Lupinus dans les Andes serait de 2.5 
à 3.7 espèces par million d’années. Les lupins constituent ainsi un des exemples les plus spectaculaires en termes de 
diversification spécifique. Cette étude représente un référentiel pour mieux comprendre les mécanismes de 
diversification dans la cordillère andine où d’autres genres de plantes ont pu être concernés par de tels évènements 
de cladogénèse massive (voir Bell et Donoghue (2005), puis Von Hagen et Kadereit (2001) pour les genres Valeriana 
et Gentianella respectivement). 
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Figure 8. Phylogénie simplifiée du genre Lupinus avec une attention spéciale sur les lupins américains (d’après 
Hughes et Eastwood, 2006 ; Drummond et al., 2012). Trois clades américains sont présentés : le clade des lupins du 
Sud-Est des Etats-Unis, le clade des lupins de l’Est de l’Amérique (section « Orientalis ») et le clade des lupins de 
l’Ouest de l’Amérique (section « Occidentalis »). La morphologie foliaire, le nombre de chromosomes et l’histoire de 
vie (annuelle ou pérenne) sont renseignés dans l’arbre. L’âge du clade des lupins de l’Ouest de l’Amérique est estimé à 
environ 9 millions d’années, celui de la radiation andine à environ 1.5 millions d’années. 
   
3. CARACTERISTIQUES ECOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES 
Comme vu précédemment, les lupins occupent des habitats relativement différents. 
Néanmoins, ils sont capables de coloniser des milieux pauvres et/ou qui ont subi des 
perturbations : ce sont des plantes pionnières. Comme la majorité des Fabaceae, les lupins 
sont capables de nodulation en s’associant avec des bactéries fixatrices d’azote atmosphérique – 
des genres Rhizobium et Bradyrhizobium essentiellement – et sont donc fortement avantagées 
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pour coloniser des habitats pauvres en éléments azotés. Plusieurs espèces pionnières de lupins 
ont été étudiées ces dernières années. A titre d’exemples, on peut citer Lupinus lepidus qui est 
une des premières plantes à avoir réoccupé les pentes du Mont Sainte-Hélène après sa dernière 
grande éruption : d’abord inhibant l’implantation d’autres espèces, L. lepidus augmente la 
fertilité du sol provoquant ainsi des conditions facilitatrices pour la germination de graines 
conspécifiques et hétérospécifiques (Braatne et Bliss, 1999 ; del Moral et Rozzell, 2005). 
D’autres espèces de lupins ont montré leur potentiel pour permettre la restauration de milieux 
tels que des déserts érodés ou des dunes de sable (Magnússon et al., 2004 ; Fuentes et 
Planchuelo, 2000). 
Intimement lié à leur capacité de colonisation, les lupins produisent une grande 
quantité de métabolites secondaires dont les alcaloïdes quinolizidiniques sont les principaux 
composés. Ces produits interviennent dans de nombreux processus allélopathiques (plus de 
détails dans la Partie 3). 
 
4. GROS PLAN SUR LE COMPLEXE LUPINUS MONTANUS AU MEXIQUE 
4.1 LE MEXIQUE ,  UNE REGION DE DIVERSIFICATION ET DE TRANSITION  
La topographie actuelle du Mexique est le résultat d’une histoire géologique complexe, 
très bien résumée dans Ferrusquía-Villafranca (1998). Quatre chaînes montagneuses occupent 
le nord et le centre du Mexique. 
 (i) La Sierra Madre Occidental (SMOc) longe le golfe de Californie de la frontière 
étatsunienne jusqu’au sud de l’Etat de Sinaloa et (ii) la Sierra Madre Oriental (SMOr) suit le golfe 
du Mexique de la frontière étatsunienne jusqu’à l’Etat de Tamaulipas. La SMOr serait issue de 
l’orogénèse provoquée par la subduction de la plaque Pacifique sous la plaque nord-américaine 
durant le Crétacé, qui serait responsable des plis géologiques caractéristiques de cette chaîne 
(Ferrusquía-Villafranca, 1993). 
(iii) L’axe volcanique transversal (TMVB : de l’anglais Trans-Mexican Volcanic Belt) 
s’étend de la côte Pacifique au golfe du Mexique. Il atteint 5675 m au Pico de Orizaba, qui est le 
point culminant du pays. Il est composé de centaines de volcans isolés datant du Quaternaire ou 
de la fin du Tertiaire. Cet « archipel de volcans » est entrecoupé par des plateaux qui seraient un 
mélange d’andésites et de basaltes du Plio-Quaternaire. Une autre hypothèse suggère que ces 
plateaux seraient le résultat de la subduction de la plaque Cocos sous la plaque nord-américaine. 
Cependant, malgré une formation plutôt ancienne, l’achèvement du processus d’orogénèse de la 
TMVB est récent. Il est à noter que certains volcans sont très jeunes et ont une origine du 
Pléistocène supérieur (126 000 à 11 700 ans B.P) comme le Nevado de Toluca et le Pico de 
Orizaba (Hoskuldsson et Robin, 1993 ; Macias, 2005). 
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(iv) La Sierra Madre del Sur (SMS) inclut les massifs des Etats de Guerrero et de Oaxaca 
et relie le Sud-Est de la TMVB à l’isthme de Tehuantepec. La Sierra de Juárez (SDJ) regroupe les 
sommets parmi les plus élevés du massif.  
 
Le Mexique ne constitue pas une unité biogéographique mais une zone de transition 
entre le Néarctique et le Néotropique. La limite est placée selon les auteurs soit au-niveau de la 
TMVB (Marshall et Liebherr, 2000), soit au-niveau de l’isthme de Tehuantepec (Corona et 
Morrone, 2005). La grande hétérogénéité des paramètres climatiques et pédologiques ont une 
importance non-négligeable dans les forts taux d’endémisme observés au Mexique (Rzedowski, 
1991) ainsi que dans les processus de diversification observés chez un grand nombre 
d’organismes et particulièrement de plantes (Matos et Schaal, 2000 ; Gonzalez-Rodriguez et al., 
2004 ; Delgado et al., 2007 ; Sotuyo et al., 2007 ; Sosa et al., 2009 ; Ornelas et al., 2010 ; Ruiz-
Sanchez et Sosa, 2010 ; Ruiz-Sanchez et Specht, 2013 ; 2014). 
 
4.2 LE LUPIN DES MONTAGNES  
Lupinus montanus Kunth. est la seconde espèce mexicaine à avoir été décrite au début du 
19ème siècle peu après L. mexicanus (Dunn, 1972). La monographie remarquable réalisée par 
Dunn et Harmon (1977) a proposé le statut de complexe d’espèces pour L. montanus tant en 
raison de sa distribution morcelée que de particularités morphologiques propres à quelques 
populations. 
Lupinus montanus sensu lato se caractérise par la présence de très grandes stipules 
engainantes qui peuvent atteindre une trentaine de centimètres chez certains individus (il est à 
noter cependant que les espèces alliées font exception et arborent des stipules de taille plus 
modeste). Les tiges (de 0.5 à 2.5 m en moyenne) possèdent une base caudale lignifiée qui tend à 
se développer en un fragile tronc de 2 à 5 cm de diamètre. Les feuilles digitées sont semblables 
aux autres espèces de lupins mais ont la particularité de comprendre un grand nombre de 
folioles lancéolées (9-17). La structure florale est certainement le caractère le plus uniforme au 
sein du complexe même si quelques variations sont à prendre en compte au niveau de la taille et 
de la forme du calice, et de la pilosité de l’étendard. 
Au Mexique et au Guatemala, le complexe est composé de trois espèces alliées (L. 
cacuminis Standl., L. muelleri Standl. et L. kellermanianus C.P.Sm.), deux sous-espèces (L. 
montanus ssp. glabrior et L. montanus ssp. montesii) et trois variétés (L. montanus ssp. montanus 
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var. montanus, L. montanus ssp. montanus var. nelsonii et L. montanus ssp. montanus var. 
austrovolcanicus13). 
 
 Les espèces alliées se caractérisent par un étendard couvert partiellement de poils 
raides sur sa face externe et de stipules de petite taille (3 à 5 cm).  
L. cacuminis présente des pétioles longs (5 à 13 cm) et des tiges creuses. On trouve cette 
espèce dans la SMOr (Etat du Nuevo León). Avec des tiges pleines complètement ligneuses et des 
pétioles courts (2 à 4 cm), L. muelleri est l’autre espèce présente dans la SMOr. L. kellermanianus, 
au Guatemala, présente les mêmes caractéristiques que L. muelleri mais la quille est couverte de 
poils. 
 
 Les sous-espèces et variétés de L. montanus possèdent un étendard glabre et des 
stipules longues (plus de 5 cm). Les folioles peuvent atteindre 15 cm de long.  
Les deux sous-espèces sont pourvues de tiges glabres. L. montanus ssp. glabrior possède 
des bractées longilignes et partiellement poilues, et la lèvre supérieure du calice est marquée par 
une encoche irrégulière. L. montanus ssp. montesii a des bractées lancéolées et la lèvre 
supérieure du calice est triangulaire. Les deux sous-espèces se rencontrent dans la SMOc (Etats 
de Chihuahua, Durango et Sinaloa).  
Les trois variétés sont pourvues de tiges et de bractées abondamment pubescentes. Les 
stipules sont glabres et inférieures ou égales à 10 cm pour L. montanus var. montanus (Figure 9) 
et L. montanus var. austrovolcanicus, cette dernière variété représentant une forme prostrée et 
naine dans le Chiapas et au Guatemala. L. montanus var. nelsonii est quant à elle la forme 
« géante » de L. montanus var. montanus, atteignant facilement 2.5 m  de hauteur avec des 
stipules de 10 à 30 cm. Elle n’est rencontrée que dans quelques localités au sein de la SDJ. 
Le complexe L. montanus occupe une grande partie du territoire mexicain et le nord du 
Guatemala (Figure 10). Les différents taxons sont tous trouvés de l’étage subalpin à l’étage 
alpin : L. montanus var. montanus et L. montanus var. austrovolcanicus ont les populations les 
plus hautes et sont fréquentes au-dessus de 4000 m d’altitude alors que les espèces alliées ne se 
rencontrent pas au-delà des 3300 m. Pour la plupart des taxons, les populations présentent une 
très forte densité et occupent des zones continues de plusieurs hectares, recouvrant 
intégralement les prairies alpines ainsi que les strates herbacées et buissonnantes de sous-bois 
de pins (Pinus hartweggi Lindl.), de sapins oyamel (Abies religiosa (Kunth) Schltdl. & Cham.) et 
de chênes (Quercus sp.).  
 
                                                          
13 Pour faciliter la lecture, les trois variétés seront abrégées de la manière suivante : L. montanus var. montanus, L. 
montanus var. nelsonii et L. montanus var. austrovolcanicus. 
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Figure 9. Exemplaire herborisé de L. montanus var. montanus collecté en 2012 (collecteur : Maxime Ferval). Il faut 
remarquer ici que le fruit est une gousse de très petite taille car collectée à un stade très précoce. 
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 La distribution des taxons est morcelée et restreinte, elle peut être qualifiée de 
distribution en îles. En effet, il n’existe pas de continuum géologique entre les volcans et les 
montagnes des principaux massifs de la région. Ainsi, les populations sont suspectées ne pas être 
en contact les unes envers les autres, ce qui peut faciliter les processus de différenciation et 
même de dérive génétique dans le cas des petits effectifs. Presque tous les membres du 
complexe sont inféodés à des zones géographiques très limitées (deux exemples probants sont 
ceux de L. montanus var. austrovolcanicus qui n’est connu que des volcans Tacana, Santa María et 
Tajumulco et L. montanus var. nelsonii qui n’occupe que les zones supérieures à 2900 m, très 
rares dans la SDJ).  
 L. montanus var. montanus est le seul taxon à avoir une aire de distribution importante 
occupant l’intégralité de la TMVB, la SDJ et les volcans du Chiapas et du Guatemala. 
 
  
 
 
Figure 10. Distribution du complexe Lupinus montanus au Mexique et au Guatemala (d’après Dunn et Harmon, 1977). Les taxons en gras correspondent aux taxons étudiés dans ce 
travail de doctorat : a) Lupinus montanus var. montanus ; b) L. montanus var. nelsonii ; c) L. cacuminis ; d) L. muelleri.  
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Chapitre 1 : Comparaison inter-marqueurs pour étudier le complexe L. montanus 
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CHAPITRE 1 :  Comparaison inter-
marqueurs pour étudier le 
complexe L. montanus 
 
 
« Toutes choses sont bonnes ou mauvaises par comparaison. » 
Edgar Allan Poe (1809-1849) 
 
 
 
our étudier les patrons de diversité génétique, la structuration géographique et 
les relations de parenté d’un complexe d’espèces comme L. montanus, il faut 
déterminer au préalable des outils moléculaires qui soient capables de 
discriminer à l’échelle des populations. Dans ce chapitre est exposée une analyse comparative de 
l’usage des ISSR face à celui de séquences nucléaires pour étudier L. montanus.  
 
1. CONTEXTE ET OBJECTIFS 
 Cette étude préliminaire s’est focalisée sur deux variétés du complexe : L. montanus var. 
montanus, taxon très largement distribué, dont cinq populations ont été échantillonnées le long 
de l’axe volcanique transversal, et L. montanus var. nelsonii, taxon très rare dont seule une 
population a été localisée dans la Sierra Madre de Oaxaca. Plusieurs espèces externes proches  
ont été ajoutées afin de calibrer la variation génétique potentiellement observée au sein des 
deux variétés. Quatre amorces ISSR ont été utilisées en comparaison à trois régions de l’ADN 
nucléaire (External Transcribed Spacer et deux séquences orthologues conservées).  
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2. PRINCIPAUX RESULTATS 
Les deux techniques convergent et permettent de séparer efficacement L. montanus des 
espèces externes. En revanche, à l’échelle du complexe, la topologie et la robustesse des nœuds 
ne permettent pas de distinguer clairement les deux variétés et révèle une divergence au sein de 
L. montanus var. montanus entre l’Est et l’Ouest de l’axe volcanique transversal.  
 L’obtention d’un très grand nombre de loci variables avec les ISSR confirme leur hyper-
variabilité par rapport aux séquences nucléaires (pour lesquelles moins de 2% de variation ont 
été révélés). Le faible coût des ISSR combiné à leur fort polymorphisme leur confère une place 
de choix pour étudier les patrons de diversité génétique à l’échelle des populations chez L. 
montanus, particulièrement à l’échelle intra-variétale. Néanmoins, ils ne constituent pas une 
panacée et ne permettent pas de résoudre toutes les incertitudes concernant le statut de L. 
montanus var. nelsonii ainsi que les différents scénarios biogéographiques responsables des 
patrons actuels de diversité au sein du complexe. 
 
Ce travail préliminaire s’est traduit par l’écriture d’un article qui a été publié en 2013 
dans le journal South African Journal of Botany, dans une édition spéciale consacrée aux plantes 
de la famille des Fabaceae : 
 
 
« Genomic fingerprinting versus nuclear gene sequences: A comparative approach for 
studying the Lupinus montanus (Fabaceae) species complex. » 
 
Maxime Ferval, Luc Legal, Charles Gers, Peter Winterton & Kalina Bermúdez-Torres 
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CHAPITRE 2 :  Stase morphologique 
et divergence génétique chez L. 
montanus  var. montanus 
 
 
« Les îles sont des continents en abrégé. » 
Jacques-Henri Bernardin de Saint-Pierre (1737-1814) 
 
 
 
ans l’ensemble du complexe L. montanus, la variété L. montanus var. montanus 
est la seule qui présente une large distribution, et ce, sans variation 
morphologique avérée. Ici est exposée une étude de génétique des populations 
de cette variété le long de l’axe volcanique transversal au Mexique. 
 
1. CONTEXTE ET OBJECTIFS 
Les complexes d’espèces peuvent représenter des exemples de spéciation incomplète, 
dans lesquels les différents rangs taxinomiques (sous-espèces,  variétés) correspondent aux 
espèces « naissantes14 »  ou éphémères. Trois processus principaux sont impliqués dans la 
spéciation : (i) l’existence d’une différenciation génétique notable entre populations, (ii) un 
isolement reproducteur (e.g. un arrêt des flux de gènes) et (iii) une divergence écologique au 
cours du processus de spéciation. Néanmoins, dans la majorité des cas, ces nouvelles espèces ne 
subsistent pas en raison de contacts secondaires avec les espèces parentes. Ainsi, le lent 
processus de spéciation est avorté par des processus plus rapides comme l’hybridation, cette 
hypothèse étant particulièrement invocable dans le cas des taxons ayant une large répartition. 
                                                          
14 Tiré de l’anglais « incipient », il n’existe pas de terme équivalent en français pour décrire des formes (puis des 
espèces) en cours de différenciation et qui ont une origine ultra récente. 
D 
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L. montanus var. montanus présente de nombreuses populations alpines le long de l’axe 
volcanique transversal et suit une distribution de type île ou chaque volcan est isolé 
géographiquement. Ce patron de distribution est potentiellement un facteur de diversification et 
de différenciation qu’il n’est pas possible de détecter en utilisant uniquement des caractères 
morphologiques. 
Le but de cette étude est de savoir si, dans son aire de distribution au sein de l’axe 
volcanique transversal, L. montanus var. montanus expérimente des processus de diversification 
et de différenciation, et comment les potentiels patrons de diversité génétique qui en sont issus, 
se structurent géographiquement.  
 
2. PRINCIPAUX RESULTATS 
Sur la base de données ISSR, une différenciation significative accompagnée d’une forte 
diversité génétique ont été mises en évidence pour les populations de l’axe volcanique 
transversal. 
Suivant l’analyse de distance et l’analyse multivariée, la distribution de L. montanus var. 
montanus semble être scindée longitudinalement : l’Est, regroupant cinq volcans et l’Ouest, 
comportant le volcan Nevado de Colima. 
La répartition de la variabilité génétique, qui est paritairement observée à l’intérieur des 
populations (48%) et entre les populations et entre volcans (52%), et les fortes valeurs des 
coefficients de différenciation génétique laissent supposer une tendance à un effet site-
dépendance. Cette tendance est renforcée par les analyses de structure génétique qui détectent 
un regroupement des populations par volcan. Deux exceptions sont à signaler : les volcans 
Nevado de Toluca et Pico de Orizaba pour lesquels les populations sont bien différenciées. 
 
Le clivage Est-Ouest mis en évidence chez cette variété a déjà été caractérisé chez 
d’autres organismes. Le Nevado de Colima est le volcan le plus isolé de l’axe et se situe à son 
extrémité occidentale. Le bassin de Balsas, une barrière géographique bien identifiée, associé au 
fait que ce volcan a été fortement isolé du reste de l’axe durant le Pléistocène, peut représenter 
les facteurs majeurs à l’origine de ce patron.  
Une divergence supposée plus récente est observée dans l’Est parmi les volcans 
échantillonnés. Le Pléistocène s’est caractérisé par la succession de deux à quatre périodes 
glaciaires et interglaciaires dans le centre du Mexique. Les plantes alpines comme L. montanus 
var. montanus ont effectué des déplacements de contraction et d’extension altitudinales pour 
pallier aux variations de température. Durant ces périodes, les populations de L. montanus var. 
montanus ont pu être en contact par dispersion et migration générant des métapopulations 
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ensuite fragmentées durant les phases de refroidissement qui ont conduit à la distribution 
actuelle en île. Le dernier épisode glaciaire date de l’Holocène et l’isolement des populations 
serait donc extrêmement récent (8 000 ans). 
L’activité volcanique intense et récente à la toute fin du Pléistocène des très jeunes 
volcans Nevado de Toluca et Pico de Orizaba à l’Est a pu réduire voire interrompre 
ponctuellement les flux de gènes entre les populations de ces volcans, et ce de manière beaucoup 
plus marquée que chez les autres volcans plus anciens, conduisant aujourd’hui à l’absence de 
structuration site-dépendance pour ces massifs de l’Est. 
La stase morphologique constatée chez les populations de L. montanus var. montanus 
corrobore la divergence récente observée et il est clair que les conditions environnementales 
extrêmes que représentent les conditions alpines mènent à une sélection stabilisante qui réduit 
la variabilité morphologique qui est susceptible d’accompagner des évènements de 
diversification comme ceux mis au jour ici. 
 
Ce travail est résumé dans un article qui a fait l’objet d’une publication en 2013 dans le 
journal Turkish Journal of Botany : 
 
 
« When island-like populations at high elevation show genetic divergence despite no 
morphological variability: the case of Lupinus montanus in Central Mexico. » 
 
Maxime Ferval, Luc Legal, Charles Gers, Céline Pélissier, Peter Winterton, Jesús Arnoldo Sánchez 
López, Maria Luisa Corona Rangel & Kalina Bermúdez-Torres 
 64 
 
  
Chapitre 2 : Stase morphologique et divergence génétique chez L. montanus var. montanus 
 
65 
 
 
  
Chapitre 2 : Stase morphologique et divergence génétique chez L. montanus var. montanus 
 
66 
 
  
Chapitre 2 : Stase morphologique et divergence génétique chez L. montanus var. montanus 
 
67 
 
  
Chapitre 2 : Stase morphologique et divergence génétique chez L. montanus var. montanus 
 
68 
 
 
Chapitre 2 : Stase morphologique et divergence génétique chez L. montanus 
69 
 
v  
Chapitre 2 : Stase morphologique et divergence génétique chez L. montanus 
70 
 
  
Chapitre 2 : Stase morphologique et divergence génétique chez L. montanus 
71 
 
  
Chapitre 2 : Stase morphologique et divergence génétique chez L. montanus 
72 
 
  
Chapitre 2 : Stase morphologique et divergence génétique chez L. montanus 
73 
 
  
Chapitre 2 : Stase morphologique et divergence génétique chez L. montanus 
74 
 
  
Chapitre 2 : Stase morphologique et divergence génétique chez L. montanus 
75 
 
  
Chapitre 2 : Stase morphologique et divergence génétique chez L. montanus 
76 
 
  
Chapitre 2 : Stase morphologique et divergence génétique chez L. montanus 
77 
 
  
 78 
 
 
 
 
79 
 
CHAPITRE 3
 
 
80 
 
Chapitre 3 : Relations phylogénétiques et hypothèses biogéographiques pour L. montanus 
 
81 
 
CHAPITRE 3 :  Relations 
phylogénétiques et hypothèses 
biogéographiques pour le 
complexe L. montanus 
 
 
« Il y a dans la Nature un prototype général dans chaque espèce sur lequel chaque individu est 
modelé, mais qui semble, en se réalisant, s’altérer ou se perfectionner par les circonstances. » 
Georges-Louis Leclerc de Buffon (1707-1788) 
 
 
 
e chapitre rassemble les travaux réalisés à l’échelle du complexe L. montanus. Il 
s’attache à décrire les patrons phylogénétiques révélés par une analyse multi-
locus en les confrontant à des hypothèses reflétant l’histoire biogéographique de 
ce taxon alpin.  
 
1. CONTEXTE ET OBJECTIFS 
La grande complexité topographique du Mexique est l’un des facteurs promouvant la 
diversification des taxons alpins tels que démontré chez L. montanus var. montanus (voir 
Chapitre 2). L’essentiel des chaines de montagnes mexicaines (principalement de nature 
volcanique) représente des massifs jeunes datant du Néogène : la formation de la TMVB s’est 
ainsi achevée très récemment selon quatre épisodes volcaniques principaux datant du Miocène 
au tout début du Pléistocène (de 20 à 3.5 Ma BP environ). Plus récemment, au Quaternaire, ces 
massifs volcaniques ont connu des oscillations climatiques dues aux successions des périodes 
C 
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glaciaires et interglaciaires (particulièrement lors du LGM15). De tels épisodes orogéniques et 
climatiques sont susceptibles d’avoir joué un rôle prépondérant dans l’évolution, la 
diversification et la distribution de taxons alpins comme L. montanus.  
Aujourd’hui le complexe L. montanus comprend des formes morphologiquement 
distinctes (variétés, sous-espèces, espèces alliées) entre lesquelles les relations de parenté ne 
sont pas du tout appréhendées. De plus, la répartition géographique de la diversité génétique en 
dehors de L. montanus var. montanus (étude précédente) n’est pas connue et les processus de 
diversification ne peuvent donc pas être extrapolés aux autres taxons du complexe. 
Nous basant sur quatre taxons du complexe16, nous avons cherché à caractériser les 
relations génétiques et phylogénétiques afin de confirmer le statut (anciennement déterminé 
sur des caractères morphologiques) des taxons échantillonnés, ainsi que les patrons 
phylogéographiques en observant la distribution géographique de la variation génétique au sein 
de L. montanus. En parallèle, nous avons confronté les influences respectives des épisodes 
volcaniques du Néogène et les cycles climatiques du Quaternaire sur la diversification génétique. 
Enfin, nous avons examiné la dynamique passée et actuelle de l’aire de distribution de L. 
montanus pour émettre des hypothèses quant aux types de refuges glaciaires occupés et en 
conséquence, si du conservatisme de niche est observé chez L. montanus.   
 
2. PRINCIPAUX RESULTATS 
En parallèle de quatre marqueurs ISSR (voir Chapitre 1 et 2), trois espaceurs 
intergéniques chloroplastiques (trnL-trnF ; atpF-atpH et psbD-trnT) et deux marqueurs 
nucléaires (AroB et LEGCYC1A) ont été utilisés, alignés et combinés (2964 pb). 
Les ISSR et les séquences conduisent à la séparation des deux espèces alliées par rapport 
aux deux variétés : les ISSR révèlent une structuration site-dépendante (à l’image du Chapitre 2) 
et les populations de la TMVB se concentrent dans un groupe bien défini. Les séquences 
chloroplastiques et nucléaires déterminent trois clades : le clade des espèces alliées, un clade 
regroupant toutes les populations de L. montanus var. montanus de la TMVB et deux populations 
de la SDJ (L. montanus var. montanus et L. montanus var. nelsonii), et un clade se composant 
d’une population de la SDJ (L. montanus var. montanus). Sur la base de l’ADN chloroplastique, 
une faible diversité haplotypique se rencontre avec 12 haplotypes ne montrant quasiment pas 
de variation intra-populationnelle. La distribution de L. montanus semblant être prédite 
principalement par des variables thermiques, a connu une phase d’extension et de contraction 
                                                          
15 Le LGM (= Last Glacial Maximum) correspond au dernier optimum glaciaire, daté d’environ 21 000 ans.  
16 Initialement prévue sur un plus grand nombre de taxons, les difficultés d’échantillonnage dues aux problèmes 
sécuritaires dans les régions du Nord-Ouest (Etats de Sinaloa, Chihuahua et Durango) et du Sud (Etat du Chiapas) du 
Mexique nous ont contraints à limiter notre analyse sur les taxons présents dans des zones sûres. 
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entre le LIG17 (130 Ka) et le présent, occupant une aire géographique plus importante lors du 
LGM en raison de flux migratoires altitudinaux vers les zones plus basses lors des périodes 
froides. 
Les résultats de cette étude constituent le premier travail concernant une plante alpine 
au Mexique, qui représente une région de transition entre le Néarctique et le Néotropical. 
La position divergente de L. muelleri et L. cacuminis semble confirmer leur statut 
d’espèce alliée alors que l’inclusion de L. montanus var. nelsonii au sein des populations de L. 
montanus var. montanus remet en question son statut de variété distincte : les caractères 
morphologiques retenus pour sa description sont d’ailleurs à considérer avec précaution tant ils 
sont presque exclusivement quantitatifs. 
 L’origine et la diversification des lupins au Mexique sont considérées comme plus 
récentes que celles des espèces de l’Ouest de l’Amérique du Nord (Rocheuses) et seraient situées 
aux alentours de 3-5 Ma BP, intervalle qui correspond à la toute fin d’une période d’épisodes 
volcaniques majeurs, notamment dans la TMVB. Ainsi, L. montanus, qui est supposé être plus 
jeune que la « radiation » mexicaine, ne pourrait pas avoir été influencé fortement par les 
évènements du Néogène, mais plutôt par les cycles du Quaternaire. En outre, la claire expansion 
de la distribution de L. montanus durant le LGM suivi d’une contraction pendant l’Holocène vers 
les basses altitudes est à l’origine de la divergence naissante (donc récente) observée au sein du 
complexe. Les oscillations climatiques permettent également d’émettre l’hypothèse de 
l’existence de refuges glaciaires de type tabula rasa au Mexique pour des espèces alpines comme 
le lupin des montagnes. 
 Enfin, deux indices tendent à envisager un conservatisme de niches entre les taxons du 
complexe L. montanus : (i) l’échantillonnage incomplet du complexe nous a permis de modéliser 
l’intégralité de son aire de distribution et (ii) malgré la différenciation génétique notoire entre 
les espèces alliées et les variétés, aucune divergence écologique n’a été mis en lumière puisque 
tous les habitats occupés correspondent à des forêts et des prairies alpines. Cela suggère une 
inertie écologique et permet de considérer L. montanus comme un traqueur de niche. 
 
 L’ensemble de ces résultat est synthétisé dans l’article suivant, dont le manuscrit sera 
soumis rapidement au journal PlosOne : 
 
« Tricky phylogenetic relationships in a plant species complex: biogeographic insights for 
Lupinus montanus (Fabaceae) » 
 
Maxime Ferval, Kalina Bermúdez-Torres, Céline Pélissier, Charles Gers & Luc Legal 
                                                          
17 LIG (Last Inter-Glacial) 
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Tricky phylogenetic relationships in a plant species complex: 
biogeographic insights for Lupinus montanus (Fabaceae) 
Maxime Fervala,b, Kalina Bermúdez-Torresc,*, Céline Pélissiera, Charles Gersa, Luc Legala,b 
aECOLAB, UMR5245 CNRS/Université Paul Sabatier, Bat 4R1, 118 route de Narbonne, 31062 Toulouse cedex 9, 
France.  
bUniversité Paul Sabatier, Bat 4R1, 118 route de Narbonne, 31062 Toulouse cedex 9, France.  
cInstituto Politécnico Nacional-Centro de Desarrollo de Productos Bióticos, Departamento de Biotecnología. Carr. 
Yautepec-Jojutla km 8, Calle CEPROBI No. 6 Col. San Isidro, Yautepec, Morelos, México, C.P. 62731.  
 
 
In Northern and Central Mexico, the occurrence of Neogene-dated major volcanic montane 
ranges  as well as Quaternary climate oscillations have taken part in creating a mosaic of 
disconnected habitats suitable for lineage diversification. As a result, unresolved and ambiguous 
genetic relationships are often encountered at low taxonomic levels, for instance within cryptic 
species complexes. 
The Lupinus montanus species complex was used to understand the phylogenetic and 
phylogeographic pattern of alpine plant taxa in Mexico. Based on a multi-locus approach, we 
attempted to untangle phylogenetic patterns within L. montanus in the light of Neogene and 
Quaternary events, past refugia and evolution of distribution area. 
The L. montanus complex phylogeny showed a clear divergence between Northern allied 
species and Southern varieties. Twelve chloroplast haplotypes were recovered from the four taxa 
sampled but no centre of haplotype diversity was evidenced in the geographic range. AMOVA 
results found a similar proportion of genetic variability within and among populations of the four 
taxa. Species distribution models indicated ecological inertia among L. montanus taxa. 
 Results underlined an incipient divergence within L. montanus and confirmed the taxonomic 
status of allied species but questioned that of one variety sampled. Phylogenetic patterns and 
evolution of distribution suggest that this alpine species is a ‘niche tracker’ and that altitudinal 
distribution shifts occurred to face the Quaternary interglacial/glacial cycles.  
 
 
 
1. Introduction 
Current topography of Northern and 
Central Mexico is the result of a complex 
geological history well described in Ferrusquía-
Villafranca (1998). Substantial parts of the 
geomorphological pattern are ancient and were 
formed with the Laramide orogeny during the 
Late Cretaceous (60-70 Myrs) together with the 
Rocky Mountains (English and Johnston, 2004). 
Nevertheless, completion of the process is 
thought to be very recent (early Holocene). As a 
consequence, the Sierra Madre Occidental 
(SMOc) and Oriental (SMOr) and especially the 
Trans-Mexican Volcanic Belt (TMVB) constitute 
rather young mountain massifs. The TMVB was 
mainly formed by four volcanic episodes during 
the Neogene: (i) middle to late Miocene arc (19-
10 Myrs), (ii) late Miocene mafic episode (11-6 
Myrs), (iii) latest Miocene and early Pliocene 
volcanism (7.5-3 Myrs) and (iv) late Pliocene to 
Quaternary arc (3.5 Myrs-Holocene) (Gómez-
Tuena et al., 2007).  
In addition to Neogene events, these 
high massifs experienced Quaternary multiple 
climate oscillations and glacial 
expansions/contractions, in particular during 
the LGM (Late Glacial Maximum) 21 kyrs BP. 
Despite a lower magnitude than for higher 
latitudes in North-America, researchers 
determined that during the LGM, temperatures 
decreased by 5-9 °C, precipitations increased 
significantly, glaciers were 1000 meters lower 
than current glacier and as a result, the 
timberline also shifted to 800-900 m below its 
current position (Lachniet and Vasquez-Selem, 
2005; Lozano-García et al., 2005).  
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Such episodes of recent orogeny and 
glaciation are known to be major motors of 
evolution, diversification and distribution of 
many taxa particularly for montane (subalpine 
and alpine) species for which interglacial refugia 
are circumscribed to restricted zones (Comes 
and Kadereit, 1998; Albre et al., 2007; 
Holderegger and Thiel-Egenter, 2009). Past 
glacial refugia are of interest because they 
influence the present distribution patterns 
(Hampe et al., 2013). For alpine habitats, these 
refugia can either be peripheral (tabula rasa 
hypothesis) or in situ (nunatak hypothesis) 
according to the two scenarios developed by 
Stehlik et al. (2002). In Mexico, where no 
evidence for a ‘sea of ice’ has been found, refugia 
could be only peripheral and could have induced 
migration flows between the core and the edges 
of the distribution during glacial periods and vice 
versa during interglacial periods. Therefore the 
tabula rasa hypothesis proposes that such flows 
occurred locally among massifs, following 
altitudinal gradients from upper peaks to 
lowland refugia and/or at a continental scale 
following latitudinal gradients from North to 
South. The vegetation of Northern and Central 
Mexico presents strong similarities with that of 
the Rocky Mountains. This is particularly true for 
montane flora with many taxa illustrating this 
pattern such as Abies, Picea, Pinus and Quercus. 
The arrival of these plant taxa occurred from 
higher latitudes following two routes: Graham 
(1999) showed for the genus Pinus that the 
migration from the Rocky Mountains to the 
TMVB first occurred along the SMOc during the 
Oligocene (about 30 Myrs BP) and along the 
SMOr during the Pliocene (about 5 Myrs BP). 
Hence, the distribution resulting from such 
migration routes displays a horseshoe shape 
occupying the higher points of the three main 
Mexican massifs (SMOc, SMOr and TMVB) and 
this has been confirmed for some taxa which 
were the focus of population studies (Pinus sp.: 
Matos and Schaal, 2000; Quercus sp.: Tovar-
Sánchez and Oyama., 2004; Lupinus sp.: Ferval et 
al., 2013a). 
Such widespread taxa exhibit consistent 
genetic variation and differentiation and often 
consist of cryptic species complexes. Most of the 
time this pattern of differentiation is structured 
and substantial genetic variability can occur at 
low taxonomic levels among and within 
populations. Consequently, isolation and even 
incipient speciation may take place resulting 
from a combination of limited gene flow and 
demographic bottlenecks creating high levels of 
inbreeding (Drummond and Hamilton, 2007). 
In this regard, the Lupinus montanus 
complex (Fabaceae) displays a large and 
disrupted distribution area comprising taxa 
growing into Mexican subalpine and alpine 
zones (above 2800 m.a.s.l.) associated with ‘the 
upper forest openings extending upward to the 
timberline’ (Dunn and Harmon, 1977). Its 
members are found in the SMOr (L. montanus 
subsp. glabrior and L. montanus subsp. montesii), 
the SMOc (L. muelleri Standl. and L. cacuminis 
Standl.) and in the TMVB (L. montanus subsp. 
montanus var. montanus) but also further South 
on the summits of the Sierra de Juárez (SDJ) (L. 
montanus subsp. montanus var. montanus and L. 
montanus subsp. montanus var. nelsonii) and 
Chiapas (L. montanus subsp. montanus var. 
montanus, L. montanus subsp. montanus var. 
austrovolcanicus and L. kellermanianus C.P.Sm.) 
(see abbreviations in Table 1).  
Among them, L. montanus var. montanus 
is the most widespread taxon with an island-like 
distribution and exhibits strong genetic 
differentiation despite no clear morphological 
differences (Ferval et al., 2013a). The other taxa 
occur in very restricted zones. Lupine taxon 
delimitation and relationships are subject to 
uncertainties and have been the focus of a 
monograph by Dunn and Harmon (1977). In the 
complex, the two varieties L. montanus subsp. 
montanus var. montanus and L. montanus subsp. 
montanus var. nelsonii and the two allied species 
L. muelleri and L. cacuminis display 
morphological variability based on the study of 
key characters: presence of large stipules for 
both varieties (L. montanus var. nelsonii 
representing the ‘giga’ form of L. montanus var. 
montanus) while the presence of short stipules 
for both allied species (solid stems and hollow 
stems occur in L. muelleri and L. cacuminis, 
respectively) (Figure 1). Besides, these taxa are 
chemically congruent with morphology showing 
similarities in alkaloid profiles between varieties 
and between allied species (Dunn and Harmon, 
1977). Nevertheless, only preliminary results 
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Figure 1. Key morphological features of the L. montanus taxa considered in this study. (A) L. montanus var. montanus; (B) L. 
montanus var. nelsonii; (C) L. muelleri; (D) L. cacuminis. 
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are available about genetic relationships among 
the complex between morphologically distinct 
taxa (Ferval et al., 2013b). 
Several molecular tools have been used 
to assess genetic patterns at low hierarchical 
levels such as intraspecific genetic relationships. 
Target markers are chosen according to the type 
and amount of variability they are suspected to 
express, in terms of efficiency (reproducibility 
and reliability) and cost. Details about the 
usefulness of different kinds of markers have 
been summarized in various reviews (Bruford et 
al., 1992; Olmstead and Palmer, 1994; Weissing 
et al., 1995; Zhang and Hewitt, 2003). Fast and 
highly variable population genetic markers such 
as microsatellites, AFLP (Amplified Fragment 
Length Polymorphism), RAPD (Random 
Amplified Polymorphic DNA), RFLP (Restricted 
Fragment Length Polymorphism) and ISSR 
(Inter Simple Sequence Repeats) have been 
widely employed to detect genetic diversity 
across a large range of taxa. 
In plants, information from the non-
recombining and maternally inherited 
chloroplast DNA (cpDNA) has become a 
standard tool for population studies (McCauley, 
1995). Nuclear DNA (nrDNA) sequences have 
been more sparsely used at low taxonomic 
levels. Regions with high recombination rates 
are more subject to selection: nucleotides do not 
present strong linkage between them (unlike 
regions with low recombination rates) so 
selection only affects a limited number of 
nucleotides generating higher substitution rates 
and variation (Zhang and Hewitt, 2003).  
However, in such recombining markers, 
the apparent intraspecific variability is often low 
or underestimated. Indeed, interspecific 
differences consist of fixed differences while 
intraspecific ones consist of differences that are 
not yet well fixed or extinct (Zhang and Hewitt, 
2003). This contributes to hiding the real genetic 
variation within taxa. Therefore, studying 
patterns of diversification at low taxonomic 
levels requires multi-locus analysis using both 
cpDNA and nrDNA sequences, and more 
conventional population genetic markers as 
mentioned above.  
The L. montanus complex provides an 
attractive study system to assess processes of 
plant species diversification in this region. We 
focused on four taxa that are distributed across 
montane grasslands associated with pine-oak 
forests in three massifs: the SMOr, the TMVB and 
the SDJ. In this study, we investigated: (i) the 
phylogenetic relationships of the L. montanus 
complex to test the former morphological status 
of the sampled taxa, (ii) the phylogeographic 
patterns by analysing the geographic 
distribution of the genetic variation within L. 
montanus and (iii) the relative influence of 
Neogene volcanic events and Quaternary climate 
change on lineage diversification. Then, we 
examined (iv) the dynamic of the past and 
current distribution of L. montanus to determine 
which kind of habitats could represent refugia, 
and consequently if we observe niche 
conservatism or niche divergence in L. montanus 
populations.  
We performed a multi-locus analysis by 
using molecular data sampled from natural 
populations of the L. montanus complex: fast 
Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) markers in 
association with chloroplast and nuclear DNA 
sequences were used to get an objective insight 
into the phylogeographic and phylogenetic 
patterns of the four taxa of interest. To put the 
genetic data into a temporal and historical 
framework, we performed a species distribution 
modelling from current distributional records 
under the LIG (Last Inter-Gacial), LGM and 
current climate conditions. 
 
2. Material and methods 
 
2.1. Sampling 
 
We studied a total of 20 natural 
populations in Mexico with about 30 and 1-3 
individuals per population for ISSR and 
chloroplast/nuclear DNA sequences 
respectively. Target sampling localities were 
determined using Mexican herbarium records as 
well as the distribution of the L. montanus 
complex published by Dunn and Harmon (1977), 
and chosen for their coverage of the 
geographical range of the taxa considered in this 
study: two varieties, L. montanus var. montanus 
and L. montanus var. nelsonii, and the two allied 
species L. muelleri and L. cacuminis (Table 1, 
Figure 2). L. aschenbornii S. Schauer, L. 
campestris Schltdl. & Cham, L. hintonii C.P.Sm. 
and L. splendens Rose were collected for use as 
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Table 1. Geographical location and population code for the 20 populations of Lupinus montanus and for the outgroup species used in 
this study. SDJ, Sierra de Juárez; SMOr, Sierra Madre Oriental; TMVB, Trans-Mexican Volcanic Belt 
 
Population Code Massif Location Taxon (abbreviation) Latitude (N) Longitude (W) Altitude (m) Haplotype 
1 NC2 TMVB Nevado de Colima L. montanus var. montanus  19°35'3" 103°37'28" 3787 C 
2 NC3 TMVB Nevado de Colima L. montanus var. montanus  19°33'6" 103°36'31" 3624 D 
3 NT1 TMVB Nevado de Toluca L. montanus var. montanus  19°07'28"  99°46'49" 3940 F 
4 NT2 TMVB Nevado de Toluca L. montanus var. montanus  19°08'1"  99°47'31" 3727 F 
5 AJ1 TMVB Ajusco L. montanus var. montanus  19°11'60"  99°16'36" 3551 A, B 
6 AJ2 TMVB Ajusco L. montanus var. montanus  19°11'30"  99°19'58" 3419 A 
7 IZ2 TMVB Iztaccíhuatl L. montanus var. montanus  19°08'26"  98°38'54" 3882 G 
8 IZ4 TMVB Iztaccíhuatl L. montanus var. montanus  19°08'29"  98°38'35" 4174 B 
9 IZ5 TMVB Iztaccíhuatl L. montanus var. montanus  19°05'11"  98°39'42" 3581 F 
10 LM4 TMVB La Malinche L. montanus var. montanus  19°16'26"  98°02'32" 3101 F 
11 LM6 TMVB La Malinche L. montanus var. montanus  19°15'6"  98°01'44" 3690 F 
12 PO2 TMVB Pico de Orizaba L. montanus var. montanus  18°59'19"  97°17'56" 3981 L 
13 PO3 TMVB Pico de Orizaba L. montanus var. montanus  19°00'28"  97°17'4" 4387 F 
14 OAX1 SDJ Sierra Juárez L. montanus var. montanus  17°11'13"  96°37'16" 2966 H 
15 OAX4 SDJ Sierra Juárez L. montanus var. nelsonii  17°26'35"  96°30'34" 2900 I 
16 OAX9 SDJ Sierra Juárez L. montanus var. montanus  17°06'31"  96°27'45" 3111 J, K 
17 COA1 SMOr Cerro Morro L. cacuminis  25°12'25"  100°24'9" 2780 E 
18 COA3 SMOr Cerro Morro L. muelleri  25°13'26"  100°23'45" 2850 E 
19 COA5 SMOr Cerro Morro L. cacuminis  25°13'19"  100°26'23" 3216 E 
20 COA6 SMOr Cerro Morro L. muelleri  25°14'8"  100°26'22" 2700 E 
  
  Iztaccíhuatl L. aschenbornii  19°08'19"  98°38'43" 3889 
 
   
Iztaccíhuatl L. campestris  19°05'9"  98°44'31" 2781 
 
   
Iztaccíhuatl L. splendens  19°04'29"  98°41'14" 3143 
 
   
Iztaccíhuatl L. hintonii  19°04'18"  98°42'01" 2960 
 
outgroups. Fresh leaves were taken from each 
individual and dried in silica gel. 
 
2.2. DNA extraction, amplification and sequencing 
 
DNA isolation was performed using 
DNeasy Plant Minikits (Qiagen, Paris, France).  
For the ISSR amplification, we selected four 
primers and followed the protocol described in 
Ferval et al. (2013a). 
We amplified and sequenced three 
plastid markers (the intergenic spacers trnL-
trnF, atpF-atpH and psbD-trnT) and two nuclear 
markers (LEGCYC1A and the Conserved 
Orthologous Set AroB). Specific primer 
sequences, lengths and references are listed in 
Table 2. Polymerase Chain Reactions (PCR) were 
conducted in 25 μL volumes as follows: 0.25 μL 
of each primer (50 μM), 0.5 μL of dNTP (10 mM), 
5 μL of 5x ‘Colorless’ PCR buffer, 2 μL of MgCl2 
(25 mM), 1 unit of Taq DNA polymerase and 1-2 
μL of template DNA. The amplification reaction 
was performed using programs already existing 
in the literature for all markers (Table 2) except 
(i) trnL-trnF and (ii) LEGCYC1A for which we 
adjusted the following programs: (i) 3 min 
denaturation at 94°C and 30 cycles of 30 s at 
94°C; 30 s annealing at 52°C; 30 s hybridization 
at 72°C and a final extension cycle of 10 min at 
72°C; (ii) 2 min denaturation at 95°C and 30 
cycles of 35 s at 95°C; 35 s annealing at 55°C; 35 
s hybridization at 72°C and a final extension 
cycle of 5 min at 72°C. 
 
2.3. Distance and phylogenetic analyses 
 
ISSR fingerprinting data were scored to 
get a binary matrix and subjected to distance 
analysis (more details in Ferval et al., 2013a).  
The two complementary strands from 
DNA sequences were visualised, assembled and 
edited with Sequencher 4.6 (Gene Codes 
Corporation, Ann Arbor, MI, USA). The total DNA 
matrix was aligned for each marker with the 
ClustalW algorithm in MEGA 5 and adjusted 
manually if necessary. The sequences were 
annotated and deposited in GenBank (accession 
numbers pending).  
Maximum Likelihood (ML) was used to 
infer phylogenetic relationships among the 
populations of L. montanus combining 
chloroplast DNA (cpDNA) and nuclear DNA 
(nrDNA). The congruence of nrDNA and cpDNA 
was evaluated with the partition-homogeneity 
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Table 2. Primer name and primer sequence used in this study. 
 
Region Primer Sequence (5'-3') Reference (primers) Reference (protocol PCR) Length 
trnL-trnF 
trnL-e GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC 
Taberlet et al. (1991) This study 
408 
trnF-f ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG 
 
atpF-atpH 
atpF ACT CGC ACA CAC TCC CTT TCC 
Lahaye  et al. (2008) Lahaye et al. (2008) 
296 
atpH GCT TTT ATG GAA GCT TTA ACA AT 
 
psbD-trnT 
psbD CTC CGT ARC CAG TCA TCC ATA 
Shaw et al. (2007) Fehrmann et al. (2012) 
1233 
trnT(GGU) CCC TTT TAA CTC AGT GGT AG 
 
LEGCYC1A 
F1 CTT CTA CTT ACA YWT CYT CAG GC 
Hughes and Eastwood (2006) This study 
572 
R1 CTA CYA CTA CCC CTT CTG G 
 
AroB 
AroB-F GCA TTC TAC CAA RCW CAR TGT GT 
Li et al. (2008) Ferval et al. (2013b) 
455 
AroB-R GCT TTG TTT TCA CAT GAW CKC TTD ATA GCA 
 
test implemented using 1000 random 
distributions, with MAXTREES set to 5000 
(Farris et al., 1994). No starting trees were used 
as it was possible to make taxon addition 
without them. ModelTest was used to determine 
the most reliable substitution model 
(Felsenstein, 1985); the TVM + I + G model was 
chosen.  
Concerning the final combined tree 
(cpDNA and nrDNA), the following parameters 
were used in the ML analyses: unequal base 
frequencies (A: 0.33, C: 0.17, G: 0.15, T: 0.36), 
estimated substitution rates (A-C: 2.12, A-G: 
2.77, A-T: 0.67, C-G: 1.06, C-T: 2.23, G-T: 1.00), 
estimated proportion of invariant sites (0.88) 
and estimated gamma shape parameter (0.87). 
Bootstrap values were calculated from 100 
replicates for the combined analyses. 
All the data analysis mentioned above 
was done using PAUP software version 4.0b10 
(Swofford, 2001).  
  
2.4. Genetic structuration 
 
We constructed a statistical parsimony 
haplotype network with TCS V. 1.2.1 (Clement et 
al., 2000) fixing the connection probability limit 
at 95% and considering gaps as fifth states. The 
haplotype relationships were obtained with the 
cpDNA which is maternally inherited and not 
subject to recombination. 
An analysis of molecular variance 
(AMOVA) was carried out from the combined 
ISSR and cp/nrDNA data to estimate genetic 
variability within and among populations and 
within and among taxa using Arlequin software 
version 3.0 (Excoffier et al., 2005). 
 
2.5. Species distribution modelling 
 
 A map of past and current distribution 
was created for the four L. montanus taxa 
sampled. We used the MaxEnt program version 
3.3.3k (Philipps et al., 2006) which creates an 
SDM by combining presence-only data with 
ecological layers. MaxEnt estimates the 
probability distribution of maximum entropy for 
each environmental variable selected across the 
study area. We used combined distributional 
occurrences obtained from natural populations 
sampled in this study, herbarium records from 
the collections of Universidad Nacional 
Autónoma de México, Universidad de 
Guadalajara and Universidad Autónoma de 
Puebla representing a total of 57 collecting sites 
in Mexico. We used 19 standard bioclimatic 
variables derived from modern temperature and 
precipitation data from WorldClim with a 
resolution of 1 km² (30 arc/sec) for LIG and 
current periods, and with a resolution of 5 km² 
(2.5 arc/min) for LGM: (01) annual mean 
temperature, (02) mean diurnal range, (03) 
isothermality, (04) temperature seasonality, 
(05) max temperature of warmest month, (06) 
min temperature of coldest month, (07) 
temperature annual range, (08) mean 
temperature of wettest quarter, (09) mean 
temperature of driest quarter, (10) mean 
temperature of warmest quarter, (11) mean 
temperature of coldest quarter, (12) annual 
precipitation, (13) precipitation of wettest 
month, (14) precipitation of driest month, (15) 
precipitation seasonality, (16) precipitation of 
wettest quarter, (17) precipitation of driest 
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Figure 2. Geographic distribution and diversity of chloroplast DNA haplotypes of L. montanus in Mexico. Pie charts represent 
haplotypes found in each sampling locality. The size of sections of the pie charts corresponds to the number of individuals displaying 
this haplotype. Population numbers are the same as in Table 1 and colour coding the haplotypes are the same as in Figure 4. 
 
 
Table 3. Results of the analyses of molecular variance (AMOVA) performed considering (a) all the L. montanus complex populations 
and (b) populations according to their taxon of origin. 
 
Source of variation d.f. Sum of squares Percentage of variation F-Statistics 
(a) All populations 
    
Among populations 19 3877.91 53.97 FST = 0.53 
Within populations 428 3214.69 46.03 
 
(b) Taxon 
    
Among groups 3 1242.14 25.56 FCT = 0.26 
Among populations within groups 16 2635.76 35.51 FSC = 0.48 
Within populations 428 3214.69 38.93 FST = 0.61 
quarter, (18) precipitation of warmest quarter 
and (19) precipitation of coldest quarter. 
 
3. Results 
 
3.1. Distance and phylogenetic analyses 
 
3.1.1. ISSR 
In the 477 individuals sampled, the four 
ISSR primers generated a total of 109 scorable 
bands, only one of which was not polymorphic. 
All individuals were grouped in the 
dendrogram according to their population of 
origin. Distance analysis showed segregation 
between populations of the two allied species (L. 
cacuminis and L. muelleri) and the rest of the L. 
montanus complex (Figure 3a). L. montanus var. 
montanus did not form a single group: all the 
TMVB populations are grouped but separated 
from those of the SDJ. Moreover, L. 
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Figure 3. a) Dendrogram obtained by distance analysis of 
the 20 populations of L. montanus based on 109 ISSR 
characters. Numbers above branches indicate bootstrap 
support levels ≥ 60%. b) Phylogenetic relationships within 
the L. montanus complex (20 populations spanning four 
extant taxa, with four outgroup Lupinus species) based on 
2964 aligned nucleotides from three non-coding regions of 
the plastid genome and two coding regions of the nuclear 
genome. Numbers above branches indicate bootstrap 
support levels ≥ 60%. Colour coding is specific to this figure: 
red, L. montanus var. montanus; yellow, L. montanus var. 
nelsonii; blue, L. muelleri; green, L. cacuminis. 
montanus var. nelsonii was included in the 
populations of L. montanus var. montanus and 
formed the sister group of OAX1. The external 
species L. aschenbornii was surprisingly inserted 
within the L. montanus complex. 
Within the TMVB clade, the populations 
from Nevado de Colima (NC) appeared to be the 
most divergent showing the longest branches. 
 
3.1.2. Plastid and nuclear sequences 
We sequenced 60 individuals from 20 
populations for both plastid and nuclear 
markers. The total length of the cpDNA was 
1937 bp. Twenty-six substitutions and three 
indels of 1-6 bp were detected. For the nrDNA, 
the total length of the combined sequence was 
1027 bp and 96 substitutions were detected.  
The tree based on cpDNA and nrDNA 
exhibited three main groups with little variation: 
a clade comprising the two allied species L. 
cacuminis and L. muelleri, a clade composed of all 
the L. montanus var. montanus populations of the 
TMVB and two populations of the SDJ (one 
population of L. montanus var. montanus and the 
only population of L. montanus var. nelsonii) and 
a last clade corresponding to the OAX1 
population of L. montanus var. montanus (Figure 
3b).  
 
3.2. Genetic structuration 
 
From the cpDNA, we found 12 
haplotypes within the four taxa of the L. 
montanus complex considered in this study 
(Figure 4). Most populations did not show 
intrapopulational variation. Exceptions were AJ1 
and OAX9 which harboured two different 
haplotypes separated by one and two mutational 
steps respectively. The most common 
haplotypes (F and E) were recovered in 16 and 
12 individuals representing almost half of the 
sample. The SMOr populations of L. cacuminis 
and L. muelleri shared only one haplotype (E) 
while the TMVB populations (all belonging to L. 
montanus var. montanus) had the greatest 
diversity with seven haplotypes (A-D, F, G and 
L). The SDJ populations had four haplotypes (H-
K): OAX1 (L. montanus var. montanus) and OAX4 
(L. montanus var. nelsonii) possess haplotypes H 
and I surprisingly separated from haplotypes J 
and K of OAX9 by nine mutational steps. 
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AMOVA results for all populations 
treated as a single group regardless of the taxon 
of origin indicated that 54% of the variation was 
explained by divergences among populations 
and 46% was explained by divergences within 
populations (Table 3). When the populations 
were grouped according to the taxon of origin, 
no significant proportion of the total variation 
could be attributed to divergences among 
groups (25.6%). Most of the variation was 
explained at lower levels, among populations 
within taxa (35.5%) and even more within 
populations (38.9%). 
 
 
 
Figure 4. Statistical parsimony network of 12 cpDNA 
haplotypes found in the L. montanus complex. A-K: sampled 
haplotypes. Solid black circles are mutational steps 
corresponding to hypothetical haplotypes. Numbers in 
parentheses indicate the number of individuals. 
 
 
3.3. Species distribution models 
 
 The distribution of L. montanus is 
represented on the map of the predictive 
distribution at three periods: LIG, LGM and 
present (Figure 5).The output of the model 
exhibits a continuous surface of values ranging 
from zero to unity: the higher the value is, the 
more important the probability to find the 
species is. In Figure 6, the jackknife test 
estimates the importance of variable for 
predicting distribution: bioclim10 (mean 
temperature of warmest quarter), bioclim05 
(maximum temperature of warmest month), 
bioclim08 (mean temperature of wettest 
quarter) and bioclim01 (annual mean 
temperature) appear to be the most important 
variables and allow a good fit to the training data 
(see navy-blue bars) but none of them contain 
information that is not present in other variables 
(see lighter blue bars). The area under the 
receiver operating characteristic (ROC) curve 
was 0.89, which reveals adequate performance 
of the model (a value above 0.75 corresponds to 
a good performance according to Pearce and 
Ferrier, 2000). 
 
4. Discussion 
 
4.1. Phylogenetic relationships in L. montanus 
 
Based on a multi-locus and species 
modelling approach, this study provides for the 
the first time phylogeographic and phylogenetic 
patterns for an alpine plant taxon in Mexico. 
This study gives new insight into the 
relationships within the L. montanus complex. 
Tree topologies retrieved by molecular analyses 
were similar: all L. montanus var. montanus 
populations from the TMVB were gathered in the 
same cluster (ISSR) or clade (cp/nrDNA). The 
two allied species L. muelleri and L. cacuminis 
form distinct branches separated from the two 
varieties L. montanus var. montanus and L. 
montanus var. nelsonii. The cp/nrDNA tree 
revealed three main clades which almost 
correspond to the taxonomic status of the taxa 
considered. The northern less related allied 
species appeared to be on basal positions into 
the species complex phylogeny whereas the 
southern two varieties are closely related and 
fell into the same group.  
This topology confirmed the affinities 
expected between the two allied species and the 
rest of the complex. Both allied species appeared 
to be either common or different paraphyletic 
groups to L. montanus var. montanus and L. 
montanus var. nelsonii and the status of ‘allied 
species’ seem to be relevant from morphological 
(Dunn and Harmon, 1977) and genetic 
perspectives (this study). 
The divergent position of the allied 
species and the inclusion of L. montanus var. 
nelsonii within L. montanus var. montanus, 
revealed the expected pattern concerning 
genetic differentiation among species and 
varieties. Here, demographics could cause non-
monophyly in non-recombining genomes (from 
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Figure 5. MaxEnt niche-based predictive distribution of L. montanus for LIG (140-120 ka BP), LGM (21 ka BP) and present periods.
organelles) in nascent species over short periods 
of evolutionary time as modelled by Neigel and 
Avise (1986). They proposed that non-
monophyly could last about N generations (N: 
effective population size of the ancestor taxon) 
after the speciation event assumed to be not 
totally vicariant. On an evolutionary timescale, 
there is a steady increase in the probability of 
the daughter species displaying paraphyly or 
even reciprocal monophyly (Rieseberg and 
Willis, 2007). Thereby, the two closely allied 
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species can represent a case of taxa that have 
been isolated for at least N generations from the 
rest of the complex whereas L. montanus var. 
nelsonii has not yet reached monophyly. 
L. montanus var. nelsonii, despite 
significant morphological divergence, is not 
genetically separated from populations of L. 
montanus var. montanus. Dunn and Harmon 
(1977) called this variety the ‘giga form’ of L. 
montanus var. montanus. Even though the 
absence of genetic signature could be the result 
of founder effect, precautions must be taken 
before strictly considering the giga form as a 
‘true’ variety. Indeed, morphological 
singularities of L. montanus var. nelsonii consist 
mainly in quantitative and continuous variation 
(see Figure 1). This may be problematic (i) 
methodologically because continuous variation 
can generate bias for cladistics analysis, because 
state delimitation can be subjective and because 
‘there is no consensus on a suitable coding 
method for quantitative data’ (Cox and Urbatsch, 
1990; Pimentel and Riggins, 1987), and (ii) 
ecologically because gigantism (or dwarfism in 
other cases) can be the consequence of local 
adaptations rather than true differentiation 
supported by significant genetic divergence 
(Ferval et al., 2013b; Suzuki, 2008).  
 
 
Figure 6. Jackknife test plot of regularized training gain for L. 
montanus (red bar = with all variables; blue bar = with only 
variable; turquoise bar = without variable). 
 
These limitations must be taken into 
consideration especially as the range of variation 
among taxa is of the same magnitude as within 
taxa (and so, among populations), then L. 
montanus var. nelsonii would be a distinct 
incipient form. Besides, genetic divergences of L. 
montanus var. montanus NC (Nevado de Colima) 
populations strengthen suspicions of incipient 
divergence within a taxa. Concerning these 
populations, some specific morphological 
features (and even chemical) were noted, 
however without differentiating them from the 
progenitor L. montanus var. montanus (Dunn and 
Harmon, 1977; personal observations).  
 
4.2. Phylogeographic patterns 
 
Results of AMOVA according to two 
hierarchical analyses (classified as ‘all 
populations’ and ‘taxon’) revealed substantial 
incipient divergence within the complex. In the 
‘all population’ analysis, the part of molecular 
variability among populations (so including that 
among taxa) was not considerable (53.97%) 
compared to within populations (46.03%). 
Besides, in the ‘taxon’ analysis, the ‘among 
groups’ percentage of variability was low 
(25.56%). In this way, both hierarchical levels of 
analysis indicated incipient differentiation 
among taxa of the same magnitude as between 
populations within taxa.  
Peripatric speciation (i.e. by founder 
effect) may represent a major mode of 
speciation in plants (Rieseberg and Brouillet, 
1994) and the gradual isolation of peripheral 
populations from the progenitor species may be 
done in the light of local changes. Indeed, the 
present-day State of Oaxaca was not subjected to 
a significant cooling period, especially during the 
LGM: the SDJ mountains may represent refugia 
for some of the populations from the TMVB (a 
possible LGM corridor linking East of the TMVB 
and present-day of Oaxaca was visible in the 
species distribution model). 
This is partly why we did not note great 
genetic divergence between L. montanus var. 
montanus populations from the TMVB and the 
SDJ and between L. montanus var. montanus and 
L. montanus var. nelsonii either in the 
phylogenetic analyses or in the haplotype 
network. Small but consistent differences could 
reveal recent discrepancy between the TMVB 
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and the SDJ leading to a tendency of divergence 
reinforced by the occurrence of a barrier 
between the two massifs. But levels of genetic 
differentiation, especially conspicuous with the 
ISSR data, seem to be more similar among 
populations of the TMVB than among 
populations of the SDJ whereas they should 
theoretically be greater in the SDJ with the 
founder effect (Le Corre and Kremer, 1998). This 
apparent contradiction is the consequence of 
two processes: (i) contemporary gene flows 
between the populations within the expanded 
range (i.e. SDJ) would have masked the signature 
of range expansion in terms of genetic 
differentiation while (ii) the signature in terms 
of reduced genetic variation (i.e. further to 
bottlenecks by founder effects) has been 
preserved, potentially by the barrier to 
contemporary gene flow between the TMVB and 
the SDJ (Pujol et al., 2010). This barrier 
corresponds to a well-defined transition zone 
separating the two massifs and comprised 
between the Oriental basin and the Río 
Papaloapan basin, which has already been 
shown to be involved in patterns of distribution 
of Mexican plants or animals (Bryson et al., 
2011, Ruiz-Sanchez and Specht, 2013). 
The pattern observed is typical of 
diversity within and among the taxa of this 
complex and suggests incipient divergence. This 
work echoes several phylogeographic studies on 
Northern and Central Mexican plant species and 
contributes to a better understanding of local 
processes which occur in this complex geologic 
region. Phylogeographic patterns determined 
with plastid DNA, underlined the importance of 
island-like distributions (resulting from the 
presence of major massifs such as the TMVB, the 
SMOr and the SDJ) as a factor facilitating 
processes of diversification in subalpine plant 
genera such as Juniperus and Pinus (Leslie et al., 
2012). As a consequence, Northern and Central 
Mexico hosts highly variable plant species which 
can display non-structured patterns of 
substantial genetic diversity like Quercus affinis 
and Quercus laurina (González-Rodríguez et al., 
2004). Other authors highlighted geographic 
structuration between the TMVB and the SMOr 
and within the TMVB (Nolina parviflora; Ruiz-
Sanchez and Specht, 2013). The SDJ itself could 
be disconnected from the SMOr and the TMVB as 
revealed by the absence of gene flow between 
populations from the three massifs of the tulip 
poppy Hunnemannia fumariifolia (Sosa et al., 
2009).  
 
4.3. Quaternary impacts on distribution: history of 
refugia and ecological niche of L. montanus 
 
While origin and diversification of the 
genus Lupinus in Western North-America is 
supposed to occur during the late Miocene, 
Mexican lupines are considered to diversify very 
recently during the late Pliocene-early 
Pleistocene, around 3-5 Myrs (Hughes and 
Eastwood, 2006; Drummond et al., 2012). As a 
result, diversification within Lupinus in Mexico 
could have been strongly affected by Neogene 
volcanic and orogenic events as this time period 
coincides with a second marked period of 
volcanism along the TMVB around 3-7.5 Myrs 
(Gómez-Tuena et al., 2007). L. montanus, which 
is thought to be younger than the Mexican 
radiation could not have been mainly influenced 
by Neogene volcanism events. Given the 
phylogenetic topology obtained in this study, 
Quaternary climate change appears to have 
putative major effect on diversification of the 
complex, with phases of range contraction and 
extension. 
The modelled distribution of L. 
montanus during the LIG mirrors undoubtedly 
the current island-like distribution: locations 
predicted by MaxEnt correspond to alpine-like 
environments as temperate pine-oak forests and 
montane grasslands (above 3000 m.a.s.l.) along 
the TMVB, the SMOr and SMOc, the SDJ and 
volcanic massifs of Chiapas. A range extension is 
obvious during the LGM: L. montanus expanded 
its range mainly toward lower elevations due to 
significant cooling and colonized all the empty 
zones between volcanoes. Despite a role of 
latitudinal migration, especially between the 
TMVB and the SDJ (see above), altitudinal shifts 
seem to represent the main migration flows in 
response to Pleistocene glacial/interglacial 
oscillations.  
Even though there is no data about strict 
alpine plant species, an increasing number of 
phylogeographic and biogeographic studies of 
taxa that are distributed along or near the main 
volcanic massifs of Mexico have highlighted the 
role of Neogene orogenesis and volcanic events 
on lineage diversification in lizards (Bryson et 
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al., 2012), rattlesnakes (Bryson et al., 2011) and 
xerophytic plant species (Ruiz-Sanchez and 
Specht, 2013; Gandarra and Sosa, 2014). A 
greater influence of Quaternary climate change, 
as proposed for L. montanus in this study, was 
only suggested in Sosa et al. (2009). 
The occurrence of such Quaternary 
climatic cycles led L. montanus to occupy refugia 
during cooling periods. The absence of evidence 
of sea of ice in Mexico during the Pleistocene 
associated with the lack of clear centres of 
cpDNA-haplotype diversity and structured 
patterns according to the elevation in L. 
montanus taxa suggests that nunatak hypothesis 
is not truly conceivable for this alpine species 
complex (Stehlik et al., 2002).  
It is admitted that genetic diversity in a 
given location can represent the proof of 
existence of tabula rasa-like refugia in this 
location (Segarra-Moragues et al., 2007): the 
absence of such patterns in L. montanus could be 
explained by an under-estimation of diversity 
due to incongruence between gene and species 
tree. Similar elevations (hence climatic 
similitudes) can equally affect, in a convergent 
way, sequences between and among allied 
species and varieties, especially for exons from 
AroB and LEGCYC1A: secondary metabolite 
contents are thought to be linked to elevation 
gradients (Carey and Wink, 1994) and floral 
symmetry is under strong stabilising selection 
particularly in similar conditions (Møller and 
Eriksson, 1995; Gong and Huang, 2009).  
However, the small but consistent 
genetic differentiation between volcanoes 
(beacause of repeated bottlenecks during 
recolonization) as shown by ISSR data, 
associated with low haplotype diversity makes 
the tabula rasa hypothesis more relevant for 
Mexican alpine plant species, as claimed by 
Brochmann et al. (2003).  
 
Projecting ecological niche enables to 
determine whether adaptation to climate could 
play an important role in divergence between 
populations. Niche divergence suggests that it 
does not exist ecological interchangeability 
between taxa and even populations whereas 
niche conservatism implies the opposite 
(Stockman and Bond, 2007). Here, through two 
complementary clues, we think much more 
plausible the hypothesis of niche conservatism 
for L. montanus. First, by sampling only half of 
the L. montanus taxa, we modelled the whole 
distribution of the complex including the 
unsampled SMOc and numerous parts of the 
volcanic chains of Chiapas which are inhabited 
by L. montanus ssp. montesii, L. montanus ssp. 
glabrior, L. kellermanianus and L. montanus var. 
austrovolcanicus. Second, the greatest genetic 
divergence was observed between the allied 
species and the varieties but no ecological 
discrepancy was evidenced in the species 
distribution model since habitats occupied by L. 
montanus taxa were alpine grasslands and 
forests. These two points highlight the ecological 
inertia despite morphological and/or genetic 
differentiation and contribute to consider the L. 
montanus taxa as ‘niche trackers’ that migrate 
rather than adapt.  
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CHAPITRE 4 :  Les alcaloïdes, des 
marqueurs efficaces pour 
résoudre la phylogénie du genre 
Lupinus  ?  
 
 
« It appears clear that chemistry and botany should co-operate in the study of the plant world… one 
might demand that every accurate description of a new genus or of a new species should be 
accompanied by a short “chemical description of the plant” » 
Maurits Greshoff (1862-1909) 
 
 
 
ace au défi que constitue encore la phylogénie des lupins, nous proposons dans 
ce chapitre de tester l’efficacité potentielle d’outils complémentaires aux 
marqueurs génétiques dans la résolution des relations de parenté au sein du 
genre Lupinus : les alcaloïdes. 
 
1. CONTEXTE ET OBJECTIFS 
Les lupins sont des plantes produisant une grande quantité de métabolites secondaires. 
Parmi ces composés, on distingue les alcaloïdes quinolizidiniques (AQ) qui représentent une 
large proportion du métabolisme secondaire. Importants au sein du genre Lupinus, ils se 
retrouvent également chez presque tous les Génistoides ainsi que dans quelques branches 
basales des Fabaceae (comme le genre Sophora). La synthèse des AQ, qui a lieu dans les 
chloroplastes foliaires, est issue de la décarboxylation puis de la cyclisation d’une molécule de 
lysine. Des réactions d’oxygénation, de déshydrogénation et d’estérification conduisent à 
l’obtention d’un grand nombre de squelettes et ainsi, une grande diversité de composés 
quinolizidiniques.  
F 
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Les AQ interviennent dans un large spectre d’activités biologiques et sont reconnus 
largement comme ayant un rôle majeur de défense contre les pathogènes et les herbivores : ils 
inhibent la multiplication des virus, la prolifération des bactéries, la croissance de certains 
champignons et protègent des insectes nuisibles. Ils ont aussi des fonctions allélopathiques et 
plus particulièrement phytotoxiques car ils participent à l’inhibition de croissance de plantes 
concurrentes.  
Les profils biochimiques basés sur les AQ sont uniques pour chaque espèce de lupin et 
peuvent être utiles pour distinguer des taxons. Dans cette étude, nous avons testé la fiabilité des 
AQ comme marqueurs systématiques pour une utilisation en phylogénie. Nous avons comparé 
les résultats obtenus à ceux générés par des marqueurs moléculaires, puis discuté des 
implications pour mieux comprendre la phylogénie du genre Lupinus. 
 
2. PRINCIPAUX RESULTATS 
Sur la base des alcaloïdes, deux groupes principaux de lupins ont été mis en évidence : un 
groupe regroupant les espèces de l’Ancien Monde et de l’Est de l’Amérique et un groupe 
rassemblant le reste de l’Amérique. Huit alcaloïdes ont été déterminés comme les composés les 
plus fréquents chez les espèces échantillonnées : sept alcaloïdes quinolizidiniques et un 
alcaloïde pipéridinique (AP). Dans le premier groupe, la proportion d’espèces produisant  de la 
multiflorine, de l’épilupinine et de la lupinine est particulièrement importante.  
Ces résultats présentent une congruence substantielle avec la phylogénie plus 
« classique » basée sur des caractères moléculaires : la divergence entre Ancien Monde/Est de 
l’Amérique et le reste du Nouveau Monde apparaît dans les deux méthodes. Néanmoins, les 
alcaloïdes ne permettent pas de voir en détail les relations à l’intérieur de ces deux groupes en 
ne révélant aucune sous-structure stable. Cette observation nous conduit à appréhender les 
alcaloïdes quinolizidiniques comme des marqueurs résolutifs pour séparer de grandes entités 
géographiques. Ainsi, nous suggérons que le rayon d’action de ces marqueurs biochimiques est 
supposé être entre des niveaux taxinomiques bas (la variation en composés est trop importante 
aux niveaux intra et interspécifiques) et des niveaux taxinomiques élevés (le manque de 
métabolites secondaires partagés ne conduit pas à des patrons de parenté consistants), 
procurant alors une alternative pour résoudre des nœuds profonds. 
La ségrégation entre Ancien Monde/Est de l’Amérique et le reste du Nouveau-Monde 
peut résulter de deux scénarios complémentaires : une convergence adaptative et/ou une 
convergence de voie de biosynthèse des alcaloïdes.  
(i) Dans le cas de l’adaptation, les espèces de l’Ancien Monde et de l’Est de l’Amérique 
sont distribuées dans des zones de basse altitude où les conditions abiotiques diffèrent 
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sensiblement des régions montagneuses où se trouvent les espèces de l’Ouest de l’Amérique. 
Cette similarité d’habitat entraînerait la production des mêmes alcaloïdes. 
(ii) En complément à ce premier scénario, l’existence d’un ancêtre commun récent avéré 
supposerait une migration depuis l’Ancien Monde vers l’Est du Nouveau Monde. La dispersion à 
longue distance a souvent été avancée pour analyser ces patrons mais elle ne permet pas 
d’expliquer l’absence du genre Lupinus en Asie où des habitats appropriés ont pu être 
disponibles. 
Nous suggérons que le pont Nord-Atlantique ait pu permettre la migration du genre 
Lupinus entre les deux continents. Des études récentes ont daté avec davantage de précision la 
fermeture partielle du pont aux alentours de 20 millions d’années, générant un archipel 
discontinu reliant les deux côtés de l’Atlantique. Cet archipel a pu sans conteste représenter 
pour les plantes une route de colonisation jusqu’à 5 millions d’années BP, ce qui est en accord 
avec la date de divergence entre Ancien et Nouveau Monde. Des plantes ayant migré par ce pont 
sont données en exemple. 
 
Les résultats de ce travail sont rassemblés dans l’article suivant, qui sera soumis très 
prochainement au journal Phytochemistry :  
 
 
« Chemotaxonomy to the rescue of molecular markers for clarifying relationships within 
the genus Lupinus (Fabaceae)? » 
 
Maxime Ferval, Luc Legal, Charles Gers & Kalina Bermúdez-Torres 
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Chemotaxonomy to the rescue of molecular markers for 
clarifying relationships within the genus Lupinus (Fabaceae)? 
Maxime Fervala,b, Luc Legala,b, Charles Gersa, Kalina Bermúdez-Torresc 
aECOLAB, UMR5245 CNRS/Université Paul Sabatier, Bat 4R1, 118 route de Narbonne, 31062 Toulouse cedex 9, 
France.  
bUniversité Paul Sabatier, Bat 4R1, 118 route de Narbonne, 31062 Toulouse cedex 9, France.  
cInstituto Politécnico Nacional-Centro de Desarrollo de Productos Bióticos, Departamento de Biotecnología. Carr. 
Yautepec-Jojutla km 8, Calle CEPROBI No. 6 Col. San Isidro, Yautepec, Morelos, México, C.P. 62731.  
 
 
A chemosystematic study of the genus Lupinus (Fabaceae) was performed, using quinolizidine (QA) 
and piperidine alkaloids (PA) as diagnostic characters. The main goal was to evaluate the potential 
of such secondary metabolites as systematic markers to get new insights about the intricate 
phylogeny of the genus. Seven QA and one PA were found to be the most frequent compounds in the 
63 species sampled. Two groups were evidenced according to their geographic origin: an Old 
World/East of America group and a West New World group and this pattern is concordant with 
molecular data (here, based on ITS sequences). Despite a lack of resolution within the two groups, 
QAs and PAs appear to be useful to discriminate well supported clades based on molecular 
characters: we suggest their aid in order to resolve ambiguous deep nodes. We discussed the 
pattern of relationships within the genus by proposing some ecological and biogeographic 
scenarios. 
 
 
 
1. Introduction 
 
The genus Lupinus L. (Fabaceae) gathers 
an uncertain number of annual and perennial 
plants as 200, 280, 300 and 500 species have been 
proposed without certainty by various authors 
(Dunn, 1984. Eastwood et al., 2008; Kasprzak et 
al., 2006; Bermúdez-Torres et al., 2009), but all 
these estimations demonstrate an important 
diversification in lupines. Originating from the 
Mediterranean basin with only a dozen of species 
(17-18 determined taxa at present) found in 
Europe, North Africa and in the Middle-East, 
lupines are mainly distributed in the New World.  
Three centres of diversification have been 
recognised in the New World: the Rocky 
Mountains, the Andes and Mexico. In these 
regions, evolutionary radiations have been 
characterized and have led rapidly to a great 
variability of life-history traits (herbaceous, 
shrubby and tree-like forms; annual and perennial 
life histories; allogamous and autogamous modes 
of fecundation; rough and smooth seeds etc…) 
which are responsible for the complex taxonomic 
relationships among Lupinus species that 
constitute a tricky challenge to resolve 
(Drummond, 2008; Hughes and Eastwood, 2006).  
Indeed, one major interest for studying 
Lupinus is to try to resolve relationships among 
lupines species. Since the 1990’s, a subsequent 
number of systematic studies have focused on this 
task based on molecular tools such as nucleotide 
sequences (Käss and Wink, 1997; Aïnouche and 
Bayer, 1999; Aïnouche et al., 2004; Hughes and 
Eastwood, 2006; Eastwood et al., 2008; 
Drummond et al., 2012). Even though notable 
improvements have been made during the last 
decade (the origin of the genus was dated from 
the Oligocene (16±5 Myrs BP) (Hughes and 
Eastwood, 2006), relationships among Old World 
taxa are now well-known), phylogenetic patterns 
remain fragile especially for the lack of resolution 
among the main geographic regions characterized 
by not-well supported deep nodes as well as the 
current amphi-atlantic distribution of Lupinus 
which still represents a primordial biogeographic 
question. 
Likewise, clarifying the taxonomy at 
lower levels within the genus is far from evident 
because of the occurrence of many cryptic species 
complex. Among them, too few complexes have 
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been the focus of population genetics studies 
which often enabled to refine former 
morphological conclusions: L. albifrons (Huang 
and Friar, 2011), L. montanus (Ferval et al., in 
prep), L. lepidus (Weitemier, 2010), L. microcarpus 
(Drummond and Hamilton, 2007).  
To fill in the gaps in the taxonomic 
knowledge, the revival of biochemical characters 
could represent a complementary tool to genetic 
markers. The genus Lupinus is known to display 
extreme biochemical diversity. Naturally found in 
a large range of habitats, lupines are qualified as 
pioneer species colonising poor soils through a 
performing root system in symbiosis with 
nitrogen-fixing soil bacteria Bradyrhizobium and 
Rhizobium (Del Moral and Rozzell, 2005; Barrera 
et al., 1997). This contributes to the production of 
high amounts of secondary metabolites, 
particularly quinolizidine alkaloids (QAs) which 
are numerous in Lupinus.  
QA synthesis takes place in foliar 
chloroplasts. It is initiated by the decarboxylation 
of lysine through the action of lysine 
decarboxylase (LDC) which produces cadaverine. 
Cyclisation and tailoring reactions 
(dehydrogenation, oxygenation, esterification) 
further modify different types of QA skeletons 
(e.g. bicyclic and tetracyclic alkaloids) and lead to 
a huge diversity of components (Roberts and 
Wink, 1998; Bunsupa et al., 2013). QAs are 
involved in many biological activities acting as 
chemical defence against pathogens and 
herbivores (Wink, 1988) by inhibiting the 
proliferation of viruses (Wink, 1987), bacteria (De 
la Vega et al., 1996), fungi and by limiting the 
grazing attack from herbivores such as snails 
(Chevalier et al., 1999) and crop pest (Bermúdez-
Torres et al., 2009). Due to their properties, they 
are even used in medicine and showed a 
promising role for treating high blood pressure, 
hyperglycemia and hypercholesterolemia (Omran, 
1996; Ahmed and Esmaiel, 1993) and for 
favouring insulin secretion (García López et al., 
2004). 
QA profiles are known to be species 
specific (Wink et al., 1995) and may be useful as 
markers for distinguishing taxa. Chemotaxonomy 
was born in the 1960’s with John Vaughan’s works 
in order to get an alternative to morphology-
based systematics. Today, the use of secondary 
metabolites as systematic markers is rare but has 
experienced a come-back during the last decade. 
In a review, van Wyk (2003) highlighted the 
usefulness of secondary metabolites for getting a 
more profound understanding of relationships in 
the Genistoid tribes and pointed the congruence 
between secondary chemistry (among it QAs) and 
DNA sequences for placing genera considered in 
the phylogeny. This agreement between chemical 
and molecular makers was also evidenced in other 
studies (Zidorn and Stuppner, 2001; Maximo et al., 
2006; Larsson, 2007) and some authors relied on 
chemical profiles to suggest new taxonomic 
subdivisions (Rønsted et al., 2003). 
 Here we investigated the reliability of QAs 
as systematic markers to bring new insights in the 
intricate phylogeny of Lupinus and proposed to 
compare the obtained chemistry-based patterns 
of relationships to the molecular phylogeny 
resulting from a compilation of data bases. 
 
2. Material and Methods 
 
2.1. Molecular database 
 
Accessions of 73 species covering the 
entire distribution area of Lupinus (Old and New 
World) were extracted from GenBank. Files 
consisted of sequences of the non-functional 
ribosomal region of ITS (Internal Transcribed 
Spacer) 1 & 2. The total DNA matrix was aligned 
with the ClustalW algorithm implemented in 
MEGA 5 (Tamura et al., 2007) and ambiguous 
positions were corrected manually when 
necessary.  
Maximum Likelihood (ML) was used to 
infer phylogenetic relationships within the genus 
Lupinus. No starting trees were used, as it was 
possible to make taxon addition without them. 
ModelTest was used to determine the most 
reliable substitution model (Felsenstein, 1985) so 
the GTR + G + I model was chosen. Parameters 
were: unequal base frequencies (A = 0.18; C = 
0.30; G = 0.30; T = 0.22), estimated substitution 
rates (AC = 0.63; AG = 1.61; AT = 1.17; CG = 0.61; 
CT = 4.76; GT = 1.0), estimated proportion of 
invariant sites (0.22) and estimated gamma shape 
parameter (0.72). Bootstrap values were 
calculated from 100 replicates for the ITS analysis.  
All the data analysis mentioned above 
were done using PAUP software version 4.0b10 
(Swofford, 2001). 
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2.2. Biochemical database 
 
Extracted from the work of Wink et al. 
(1995), a set of quinolizidine alkaloid (QA) 
profiles of 110 individuals from 63 taxa (species, 
subspecies and varieties) of Old and New World 
Lupinus was employed. More details about the 
extraction, quantification and analysis of QAs can 
be found in Wink et al. (1995). 
We completed this dataset by the 
determination of QA profiles of four Mexican 
species based on the GC-MS (Gas 
chromatography-Mass spectrometry) 
identification and quantification of QA extract of L. 
aschenbornii, L. hintonii, L. montanus and L. 
campestris. The temperature program was: 150 °C 
for 5 min, from 150 C to 300 °C at 5 C/min, then 
300 °C for 15 min. Analyses were performed in 
split mode (split ratio 1:25), the injection volume 
was 1 L, the injection temperature 250 °C, the 
interface temperature 300 °C and the acquisition 
from m/z 50 to 450. The source operated in EI 
mode at 70 eV. Each analysis was repeated four 
times.  
The QA quantification was performed in 
full-scan mode by the external standard method, 
using lupanine and sparteine as standard. The 
concentration of QA in the samples was estimated 
by using the corresponding calibration curve for 
lupanine and sparteine, and adjusting them for the 
molecular weight for all other alkaloid. In 
standard solutions, the limit of detection  and limit 
of quantification values  of lupanine were 0.2 
mg/L and 0.5 mg/L, respectively, and those of 
sparteine 0.1 mg/L and 0.5 mg/L, respectively.  
In total, more than 100 QAs were 
evidenced in seeds and leaves but most of them 
were only detected as trace amounts. 
Concentrations of each QA detected were 
estimated as a percentage among the total 
components.  Numbers of occurrences for each 
percentage value from 0 to 100 were plotted and 
following the changes of slope, we could 
determine five different classes of QA amount: 0 
(absence), 1 (traces, <1%), 2 (2 to 13%), 3 (14 to 
30%) and 4 (31 to 100%). For each class, the 
threshold values were those which presented the 
lowest numbers of occurrences.  
The coded matrix was then subjected to a 
principal component analysis (PCA) and eight 
alkaloids as original variables (seven QA and one 
piperidine alkaloid (PA)), were characterised as 
the most relative to the three principal 
components: sparteine, 11,12-dehydrosparteine, 
α-isolupanine, lupanine, multiflorine, epilupinine, 
lupinine (QA) and ammodendrine (PA). We 
submitted the individuals’ projections deduced 
from PCA into the 3D plot to a hierarchical cluster 
analysis using the Ward criterion.  
PCA and clustering were performed with 
R software version 2.14.2 (Ihaka and Gentleman, 
1996). 
 
3. Results 
 
3.1. Phylogenetic relationships based on ITS 
 
The length of the ITS 1 & 2 sequences was 
460 bp. 120 substitutions were detected (from 
which 93 represented informative characters) and 
three indels of 1 or 4 bp were treated as single 
evolutionary events.  
The general topology of the phylogeny 
based on the ITS sequences amplified from 73 
Lupinus species is presented in Figure 1. The tree 
indicated that the genus is composed of two main 
clades. The first clade gathered Western New 
World species and exhibited two sub-clades 
corresponding to taxa from Mexico and the Andes 
(two centres of diversification) unlike the 
Western North America lupines which are more 
dispersed.  
The second clade comprised Old World 
and Eastern New World species. Smooth seeds 
lupines (mainly European taxa), unifoliate and 
allied species from South-Eastern (Brazil, 
Argentina) and North-Eastern America (Texas, 
Florida) were placed together in a diversified sub-
clade. Lupinus taxa with rough seeds (mainly 
North-African species) formed a second sub-clade. 
 
3.2. Alkaloids profiles and relationships 
 
 Among the total number of taxa studied in 
this paper, 35 were available both for ITS and QA 
analysis (see highlighted names in the Figure 1). 
Eight alkaloids (seven QA + one PA) were found as 
the most frequent compounds in leaves and seeds 
of the Lupinus taxa considered. None of the taxa 
produced all the eight alkaloids but all the 
samples contained at least one alkaloid (L. 
hispanicus) up to seven different alkaloids (L. 
albifrons). Following the topology of the molecular 
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Figure 1. Phylogenetic relationships within Lupinus (73 species) based on ITS 1&2 (460 nucleotides). Numbers above branches 
indicate bootstrap support levels ≥ 65%. 35 taxa are highlighted since they were available for ITS and alkaloid analysis. Each species 
is symbolised by a letter and the amount of seven QAs and one PA are presented in the associated bar. Codes: 1 = sparteine; 2 = 
11,12-dehydrosparteine; 3 = ammodendrine; 4 = α-isolupanine; 5 = lupanine; 6 = multiflorine; 7 = epilupinine; 8 = lupinine. Each 
compound was either found absent (blank box), or in traces (confetti-filled box) or present in higher amounts (≥ 1%, coloured box).
 
 
phylogeny, the general trend consisted on 
substantial differentiation of the alkaloid 
composition between the two main clades 
especially concerning three QA; multiflorine, 
epilupinine and lupinine. Multiflorine (tetracyclic 
QA) was found in both clades but at different 
levels of concentration since it was recovered in 
high amount in many Old World and South-
Eastern America taxa (L. micranthus, L. albus, L. 
cosentinii, L. digitatus, L. princei, L. pilosus, L. 
atlanticus, L. albescens and L. aureonitens) while in 
Western America, only two species contained high 
amounts of multiflorine (L. perennis and L. 
argenteus). Likewise, the bicyclic QA epilupinine 
and lupinine were mostly detected in Old World 
and East American lupines (nine taxa over the 
fifteen sampled) whereas we found them in only 
three species native to North-West America (L. 
densiflorus, L. albifrons and L. cruckshanskii). 
 
3.3. Biochemical clustering of Lupinus 
 
Scatter plot resulting from the PCA is 
presented in Figure 2. Three principal 
components were extracted from the biochemical 
data and explained 61% of the total variance (PC1 
= 25%, PC2 = 20%, PC3 = 16%). This analysis 
showed a clear trend to separate lupines from Old 
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Figure 1 (continued).
World/East America and the rest of the sampling. 
The individuals’ projections were then submitted 
to a hierarchical cluster analysis visible on Figure 
2. Three groups were distinguished based on 
alkaloid profiles of 67 Lupinus taxa. The cluster A 
contained almost exclusively Old World and East 
American representatives with distinct alkaloid 
profiles. Indeed, multiflorine, epilupinine and 
lupinine were found in a substantial number of 
samples (see pie charts on Figure 2). The cluster B 
gathered predominantly taxa of Western New 
World which contained the three QAs of interest 
with lower proportions. Only multiflorine was 
found in a quarter of the lupine species of the 
cluster B, however in low amounts. 
 
4. Discussion 
 
In this study, we investigated the 
usefulness of alkaloids as potential markers in the 
resolution of the phylogeny of Lupinus. Lupines’ 
relationships stem from chemical data were found 
to be partially congruent with that coming from 
DNA sequences. Indeed, both kinds of markers 
gave patterns of relationships which are rather 
well matched, however with different levels of 
resolution.  
On the one hand, QAs (and PAs) enabled 
to note a group gathering indiscriminately Old 
World and Eastern New World taxa, on the other 
hand a discrepancy between this latter group and 
Western New World taxa. The phylogenetic 
relationships based on ITS showed a similar 
pattern displaying the same two main clades. 
Moreover, it should be noted that DNA revealed 
three diversification centres (since Mexico, North-
West America and the Andes consist of 
polytomies) within the first clade while the 
second clade is composed of a sub-group of Old 
World rough-seeded lupines and a sub-group 
comprising Old World smooth-seeded and East 
American lupines. 
These results fit into the new advances 
about phylogeny of Lupinus during the last 15 
years. Aïnouche and Bayer (1999) then Aïnouche 
et al. (2004), using a large sampling with a special 
focus on Old World lupines, found two similar 
clades described as an Eastern America/Old 
World group (comprising Florida and South-East 
America) and a Western America group. Hughes 
and Eastwood (2006) confirmed this topology 
with some new insights about the dating of the 
deepest node (Lupinus stem node dated from 
16±5 Myrs): species from Old World and Florida 
were gathered into the same older group 
(confirming a Mediterranean origin of the genus) 
while the rest of Lupinus taxa occurred in a big 
clade displaying a divergence between East and 
West of America (with a large and rapid Andean 
radiation dated from 1.5±0.5 Myrs). These 
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Western New World species were then thought to 
derive in two perennial species-rich clades as 
detailed in Drummond et al. (2008).  In a multi-
locus approach combining data from plastid and 
nuclear DNA, Eastwood et al. (2008) confirmed 
the divergence West-East in America and 
proposed two independent events of colonization 
from North to South America dated from 7 and 2 
Myrs B.P.  
 
4.1. The scope of action of QAs in phylogeny 
 
In our study, the only pattern supported 
by the clustering based on alkaloid profiles was 
the divergence between Old World/East America 
and the rest of New World, which was already 
highlighted in the previous phylogenetic works. 
This statement constitutes an argument in favour 
of use of alkaloids as systematic markers: indeed, 
secondary metabolites appear to be efficient in 
separating great entities like geographic regions 
and divisions. The distribution and concentrations 
of QAs and PAs in Lupinus taxa led to an 
unambiguous split between what we could call 
East and West parts of the distribution of the 
genus.  
The case of Lupinus taxa from Florida was 
also a fundamental question since their position in 
the tree was found to fall in the Old World clade 
(Hughes and Eastwood, 2006). We confirmed this 
placement with ITS sequences but due to the 
absence of data about alkaloid profiles in the two 
species sampled, L. diffusus and L. villosus, we 
could not verify if QA patterns led to a placement 
with Old World lupines. However, a biochemical 
characterization of L. diffusus with a special focus 
on alkaloids was done by Goldberg and Moates 
(1967). They showed that this species mainly 
produced multiflorine, one of the major QAs of Old 
World taxa. It seems to support an older 
relationship between Florida and Old World as 
already suggested (Hughes and Eastwood, 2006; 
Eastwood et al., 2008). 
Consequently, QAs and PAs are supposed 
to constitute a precious aid to resolve deep nodes 
(van Wyk, 2003). However, they are not proving 
to be good markers at lower taxonomic level: even 
though they are species-specific and despite their 
ability to discriminate species, they do not enable 
to get clear topologies within larger sub-divisions 
(Adler and Kittelson, 2004; this study). So the 
scale of application of alkaloids in phylogeny is 
supposed to occur between low-taxonomic levels 
(intra-specific and inter-specific relationships for 
which variation in biochemical components is too 
important) and higher taxonomic levels (for 
which the lack of shared secondary metabolites do 
not lead to consistent relationship patterns; Wink, 
2013).  
The fact that the alkaloid profiles often 
change at low-taxonomic levels suggests that 
selection produces site-specific (i.e. local) patterns 
concerning traits in lupines. This assumption has 
been the core of questions concerning the 
reliability of secondary metabolites as systematic 
markers. Wink and Waterman (1999) questioned 
the putative adaptive feature of biochemical 
compounds. Fifteen years later, Wink (2013) 
reviewed the different functions played by the 
secondary metabolites (among them alkaloids) in 
the plant life and concluded that alkaloids must be 
considered as adaptive traits. As a consequence, 
for some years now, authors have showed little 
interest in using alkaloids in systematic field since 
chemical characters are known to not to be 
neutral. The main problem would be to get similar 
chemical profiles in apparently unrelated taxa 
which can give distorted indications of systematic 
affinity, because in such cases, the same alkaloids 
are produced by different biosynthetic pathways 
(Reynolds, 2007). Nonetheless, here, the support 
of Lupinus molecular phylogeny (ITS) reinforced 
the relationships based on chemical characters 
and the topology revealed by QAs and PAs is not 
random, that is why the addition of phylogenetic 
into chemosystematic studies is primordial.  
 
4.2. Implications for biogeographic scenario 
 
 Two complementary hypotheses must be 
mentioned to explain the supported chemical-
based relationship between Old World and 
Eastern New World: (i) an ‘adaptive convergence’ 
and/or (ii) a ‘biosynthesis pathway convergence’.  
In the case of adaptation, the production 
of the same alkaloids could be due to similar 
abiotic conditions, indeed lupines from Old World 
and Eastern New World grow at lower elevations 
than those from Western New World. Therefore, 
composition and amount of certain secondary 
metabolites could be alike. This adaptive 
convergence due to similar habitats was 
mentioned by Drummond et al. (2012) for some 
life history traits. They pointed the fact that 
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Figure 2. Scatter plot of 110 individuals (67 taxa) based on the three principal components of the PCA using alkaloid data and 
hierarchical cluster analysis deduced from the PCA. Pie charts of clusters A and B represent the repartition of taxa deduced from QA 
profile analyses according to their geographic origin. Smaller pie charts  represent for each cluster the proportion of taxa not 
exhibiting (blank) or exhibiting traces (light colour) and higher amounts (deep colour) of multiflorine (6), epilupinine (7) and 
lupinine (8). 
almost exclusively annual species are found in 
lower elevations (for instance, all taxa from the 
Old World are annual) and semelparity 
(associated to annual life) could represent an 
adaptive process to grow in lowlands. On the 
contrary, iteroparity (the mode of reproduction 
found in perennial lupines) is a key innovation for 
dispersing and colonizing montane habitats, like 
in Western New World. 
 In complement to the first hypothesis, we 
can also evoke a common biosynthesis pathway 
which would result in a common ancestry and so 
in migration events from Old World to Eastern 
New World. In Lupinus, the divergence between 
Europe and America was dated from less than 10 
Myrs B.P and the favoured mechanism of 
dispersion through the Atlantic Ocean has been 
the long distance dispersal (LDD) with two 
supposed independent events (Käss and Wink, 
1997; Eastwood et al., 2008). But it remains many 
uncertainties about the way lupines could have 
reached America. Indeed, the Bering route has 
been assumed (Käss and Wink, 1997) but how to 
explain the absence of Lupinus in Asia where 
habitats could have been suitable for lupines?  
The North Atlantic Land Bridge (NALB) 
has frequently been assumed for plant migration 
but only until the early Miocene (Tiffney and 
Manchester, 2001) and later plant migration 
between Old and New World was supposed to 
occur via dispersal mechanisms because of the 
closing of the NALB  about 20-25 Myrs B.P. 
However, Denk et al. (2010) reconsidered this 
dating and claimed that migration along the NALB 
could occur much later until the late Miocene: 
despite its discontinuity, the NALB could have 
represented a migration route for plants until 5-6 
Myrs B.P as well demonstrated for Rhododendron 
and Quercus (Milne, 2006; Grímmson et al., 2007; 
Denk and Grímm, 2010). In the subsection 
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Ponticum within the genus Rhododendron, the 
disjunction between Europe and America was 
dated from only 4.9 Myrs B.P. (Milne, 2006) even 
younger than for Lupinus. That is the reason why 
the NALB could be a solid hypothesis for 
explaining Lupinus migration events, the current 
amphi-atlantic distribution of the genus and the 
closer relationships between Old World and East 
American lupines as already seen in a similar 
pattern in Quercus (Denk and Grímm, 2010). 
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CHAPITRE 5 :  Conclusion générale, 
bilan & perspectives 
 
 
« Lorsqu’un sentiment est naturel chez moi, j’en conclus qu’il est naturel chez beaucoup d’autres 
hommes. » 18 
Charles Dickens (1812-1870) 
 
 
 
e focalisant principalement sur L. montanus, ce travail s’est efforcé de mieux 
caractériser les patrons de différenciation génétique, de relations 
phylogénétiques et de distribution géographique au sein d’un complexe d’espèces 
jeune. Les résultats de cette thèse de doctorat représentent un premier aperçu des processus de 
diversification concernant une plante alpine au Mexique. En effet, il n’y a pour l’heure, aucun 
autre travail publié dans cette région de transition entre Néarctique et Néotropique pour des 
taxons de très haute altitude.  
En parallèle, la compréhension des mécanismes diversifiant à des échelles 
taxinomiquement basses ne peut être appréhendée seule, et nécessite l’apport d’études plus 
globales, notamment à l’échelle du genre. L’autre facette de cette thèse avait donc pour objet la 
phylogénie du genre Lupinus : à l’aide d’outils peu conventionnels, nous nous sommes attelés à 
étudier et penser les principaux composés secondaires des lupins (i.e. les alcaloïdes 
quinolizidiniques) comme des outils alternatifs et complémentaires à la phylogénie moléculaire.  
Cette conclusion générale dresse un bilan des principales informations à retenir autour 
du complexe L. montanus et de l’utilisation des alcaloïdes comme marqueurs 
chimiosystématiques.  
 
                                                          
18 Cette citation est à prendre comme une boutade : la généralisation n’étant évidemment pas un procédé à adopter en 
sciences. 
S 
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1. CONSIDERATIONS METHODOLOGIQUES (ISSR VERSUS SEQUENCES D’ADN) 
L’utilisation de marqueurs hypervariables comme les ISSR pour étudier des taxons 
récemment radiés semble particulièrement intuitive tant les différences génétiques sont 
supposées être minimes entre taxons fortement apparentés (Crawford et Mort, 2004). Alors 
qu’un faible échantillonnage peut représenter une limite en soi importante, c’est souvent le 
manque de résolution, dû à un manque latent de variation à un locus donné, qui empêche de 
résoudre les relations de parenté entre taxons plus ou moins étroitement apparentés. Les ISSR 
apportent une meilleure résolution et permettent de caractériser (partiellement du moins) la 
structuration génétique entre populations. Néanmoins, les séquences d’ADN (chloroplastique et 
nucléaire) sont importantes dans les études utilisant des marqueurs moléculaires, car elles 
permettent de rendre compte de la monophylie d’un groupe, ce qui constitue un élément 
d’intérêt dans les analyses phylogénétiques et populationnelles (Mort et al., 2003).  
Les limites analytiques des ISSR sont bien connues : ils sont de nature dominante ; 
l’homologie est seulement supposée, en raison de phénomènes de co-migration durant 
l’électrophorèse ; et les absences partagées (non-occurrence d’une bande à une taille donnée) 
sont suspectées être davantage homoplasiques que les présences partagées (Archibald et al., 
2006).  
 
Souvent évoquée, l’incapacité des marqueurs dominants à distinguer les hétérozygotes 
des homozygotes empêche le calcul et l’interprétation des fréquences alléliques. Cela dit, cette 
critique est d’un intérêt secondaire pour les analyses phylogénétiques et de « clustering » telles 
que celles réalisées sur L. montanus. 
L’estimation de la part de l’homologie et de l’homoplasie est, en revanche, beaucoup plus 
délicate dans une étude phylogénétique. Le souci principal réside dans le fait que des bandes co-
migrantes peuvent soit consister en des loci identiques en raison de phénomènes de 
convergence, soit représenter différents loci qui apparaissent homologues tant leur différence 
de taille est faible. La convergence est un facteur à prendre en compte, et ce dans tous les types 
de données (phylo)génétiques, et apparaît comme moins probable pour les ISSR que pour les 
séquences nucléotidiques, en écho à la plus grande complexité d’un marqueur ISSR que d’un 
marqueur nucléotidique. Distinguer des bandes différentes qui ont des tailles presque 
identiques peut être optimisé par l’utilisation de techniques à plus forte résolution comme 
l’électrophorèse sur gel de polyacrylamide, qui ségrégent avec plus de définition des bandes 
potentiellement co-migrantes (Nagaraju et al., 2002). Il est à noter que dans le cas de L. 
montanus, l’obtention de gels de qualité optimale, la haute répétabilité des patrons de migration 
observés et la suppression systématique de bandes « ambigües » ont participé à la production de 
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données robustes. De plus, en dépit de ces contraintes, l’utilisation à faible échelle taxinomique 
de tels marqueurs dominants rend moins probable la présence de bandes co-migrantes non-
homologues. 
Une fois le problème d’homologie des bandes partagées résolu, demeure celui des 
absences partagées, considérées comme potentiellement moins homologues. Un locus (donc une 
bande) peut être perdu par insertion, délétion ou des mutations affectant les sites d’hybridation 
des amorces puis de la polymérase. Afin de mieux appréhender ce problème, le recours à des 
analyses de distance (comme celles utilisés dans les Chapitres 1 à 3) est conseillé puisqu’il est 
possible de minimiser le poids des absences partagées dans les calculs (Koopman, 2005).  
En conséquence, la plupart des études ayant utilisé des ISSR ne fournissent pas de 
valeurs de support (bootstrap) ou alors révèlent des valeurs très faibles pour une majorité de 
nœuds, et ce de manière encore plus notoire pour des taxons récemment radiés (voir Archibald 
et al., 2004 ; Nagaraja et al., 2004). 
 
 Une forte incongruence entre l’arbre des gènes et celui des taxons étudiés illustre une 
des limites principales à propos de l’utilisation de données moléculaires. Particulièrement 
marquant dans le cas des séquences d’ADN, ce qui est suggéré par les données est avant tout la 
structure et l’histoire des régions d’ADN utilisées, plutôt que celle des taxons en question : c’est 
ce qu’Avise (1989) nomme le « gene tree and species tree problem ». Ceci est d’autant plus vrai 
dans le cas des séquences nucléaires et codantes car ces régions génomiques peuvent avoir des 
vitesses d’évolution différentes et être soumises à des forces évolutives diverses. En effet, alors 
que la dérive et les goulots d’étranglements ont un effet à l’échelle du génome entier, d’autres 
forces comme la recombinaison et la sélection peuvent ne présenter qu’une influence localisée 
sur quelques nucléotides. La congruence entre l’arbre des gènes et celui des taxons dépend ainsi 
de l’interaction entre ces forces (Zhang et Hewitt, 2003).  
Les régions utilisées pour étudier le complexe L. montanus (voir Chapitre 3) consistent 
en de l’ADN « poubelle » (ISSR et régions non-codantes chloroplastiques) et de l’ADN codant 
(régions nucléaires). L’ADN « poubelle » n’est pas soumis à une forte pression de sélection, ainsi 
la divergence nucléotidique observée dans ces régions est considérée comme indépendante 
entre taxons (Hughes, 1999). En revanche, les données nucléaires sont composées partiellement 
ou totalement de régions codantes : AroB prenant part dans la synthèse de métabolites 
secondaires à travers la production de 3-dehydroquinate synthase et LEGCYC1A (orthologue du 
gène CYCLOIDEA) intervenant dans le contrôle de la symétrie florale (Citerne et al., 2006 ; Li et 
al., 2008). Une forte incongruence entre les deux arbres (gènes et taxons) eut contribué à penser 
que les régions codantes auraient eu premièrement un effet structurant plus important que les 
séquences chloroplastiques, et deuxièmement que ces mêmes régions étaient impropres pour 
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formuler des hypothèses phylogénétiques. Par exemple, les conditions environnementales 
extrêmes des milieux alpins sont capables d’affecter de manière convergente les séquences de 
taxons a priori peu (ou moins) apparentés comme entre les espèces alliées L. cacuminis et L. 
muelleri et le reste du complexe : en effet, le contenu en métabolites secondaires est supposé 
suivre des gradients altitudinaux (Carey et Wink, 1994) et la symétrie florale connaît une forte 
sélection stabilisante dans des conditions abiotiques similaires (Møller et Eriksson, 1995 ; Gong 
et Huang, 2009). Cependant, la topologie globale des arbres suit de manière assez fidèle celle des 
espèces, exhibant une plus grande divergence entre espèces alliées et variétés. Il semble donc 
peu probable que les relations de parenté mises en évidence dans le Chapitre 3 ne reflètent pas 
l’arbre des taxons. 
  
2. LE COMPLEXE L. MONTANUS 
L’ensemble des travaux réalisés sur L. montanus nous permet de dégager un certain 
nombre de points essentiels concernant la structuration géographique de la variabilité au sein 
d’une variété (Chapitre 2) ou du complexe (Chapitre 3) mais également – et bien qu’à un stade 
préliminaire – au niveau de l’histoire biogéographique de ces taxons en question. Même si 
aucune autre référence bibliographique n’existe actuellement dans la littérature concernant des 
études populationnelles et/ou phylogénétiques sur des plantes alpines au Mexique, il existe un 
petit nombre d’études concernant des complexes d’espèces montagnardes de lupins en 
Amérique du Nord (Rocheuses) et quelques papiers traitant de plantes rencontrées le long ou à 
proximité de la TMVB ou d’autres massifs du centre du Mexique. 
 De manière synthétique, il convient de rappeler ici les principaux enseignements générés 
par les analyses : une divergence récente, une structure site-dépendante (pour L. montanus var. 
montanus), une division Est-Ouest (soutenue par le volcan Nevado de Colima), l’absence de 
spéciation écologique (conservatisme de niche) et l’influence présumée plus grande des cycles 
climatiques du Quaternaire sur la diversification du complexe. 
 
2.1 DIVERGENCE RECENTE ,  SITE-DEPENDANCE &  DIVISION EST-OUEST  
Que ce soit au niveau du complexe ou au niveau des variétés, la différenciation génétique 
observée semble relativement réduite suggérant une divergence récente et avérée, bien que 
faible. Tout d’abord, cette divergence est palpable chez L. montanus var. montanus, qui présente 
de loin, l’aire de distribution la plus grande et la plus disjointe parmi les taxons du complexe L. 
montanus. Au sein de la TMVB, le regroupement par site pour la plupart des populations (visible 
dans l’analyse de distances et dans l’analyse de structure bayésienne) indique une 
différenciation substantielle entre volcans. Néanmoins, le chevauchement des populations de 
Chapitre 5 : Conclusion générale, bilan & perspectives 
 
123 
 
l’Est (visible dans l’analyse en composante principale) laisse présager qu’il s’agit d’un processus 
inachevé et plutôt mesuré.  
Il faut tout de même préciser que cette divergence semble plus ancienne entre les 
espèces alliées et le reste du complexe. En effet, le positionnement de L. cacuminis et L. muelleri 
dans un clade bien supporté distinct de celui des variétés ainsi que la nature et la répartition de 
la diversité haplotypique, laisse à penser que les flux de gènes entre ces clades sont plus anciens 
et ne se sont pas produit dans l’histoire très récente du complexe (Avise, 2000).  
 
Même si les taxons de L. montanus présentent des aires de distribution bien distinctes et 
morcelées (surtout pour L. montanus var. montanus), on ne peut pas exclure toute dynamique à 
l’échelle d’une métapopulation au sein du complexe, tout particulièrement pendant des épisodes 
diversifiant comme lors des oscillations climatiques du Quaternaire (voir plus loin). La 
dynamique d’une métapopulation peut conduire à des hauts niveaux de différenciation entre 
populations, par rapport à des populations totalement isolées, en raison de goulots 
d’étranglement résultant de mécanismes d’extinction locale et de recolonisation (Pannell et 
Charlesworth, 2000). De plus, quand des taxons ou des populations se situent dans une étape 
précoce de divergence comme cela est envisageable chez L. montanus, de hauts niveaux de 
polymorphisme ancestral partagé sont présumés avant que le tri des lignées (« lineage sorting ») 
fixe les allèles dans différents groupes (Avise, 2000), entraînant potentiellement une sous-
estimation du degré de différenciation. Par conséquent, les populations de L. montanus et 
spécifiquement celles de L. montanus var. montanus pourraient être plus diversifiées et 
différenciées que prévu.  
L’AMOVA est un bon moyen pour comprendre comment s’organise et se structure la 
variabilité génétique en fonction des niveaux hiérarchiques. Sur l’ensemble de la variabilité 
calculée, les proportions les plus importantes se rencontrent entre populations (complexe L. 
montanus) ou à l’intérieur des populations mais avec une forte structuration site-dépendante (L. 
montanus var. montanus). Avec en parallèle une faible diversité haplotypique, ces résultats 
suggèrent deux hypothèses complémentaires concernant l’origine de cette variation : (i) l’espèce 
ancestrale, certainement largement distribuée, a transmis un polymorphisme haplotypique 
ancestral aux taxons descendants et (ii) l’introgression d’haplotypes venant d’autres espèces de 
lupins a pu avoir lieu.  
 Les possibilités d’hybridation existent chez L. montanus. Comme il en est brièvement 
question dans le Chapitre 2, la présence en sympatrie de L. aschenbornii dans de nombreux sites 
de la TMVB représente certainement l’espèce la plus susceptible de s’hybrider. Présentant des 
exigences écologiques proches, L. aschenbornii se rencontre dans les prairies alpines et certaines 
populations montrent une alternance démographique avec celles de L. montanus var. montanus, 
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avec de forts effectifs de L. aschenbornii durant l’année X et de forts effectifs de L. montanus var. 
montanus l’année X+1 (observations personnelles). L’analyse de mélange a d’ailleurs montré 
chez un individu de L. aschenbornii une part importante du génome de L. montanus var. 
montanus. D’autres espèces, à la distribution plus ou moins contigüe, peuvent représenter des 
cas de taxons capables d’hybridation avec L. montanus var. montanus comme L. uncinatus, 
considérée comme très proche morphologiquement avec de grandes bractées réunies en 
panache. 
 
  L’étude de populations basée sur L. montanus var. montanus révèle également une 
division importante entre l’Est et l’Ouest de la TMVB, exhibant une divergence soutenue entre 
les populations du Nevado de Colima, le volcan le plus oriental de notre échantillonnage, et le 
reste de la TMVB19. Même s’il est difficile de trouver des éléments de comparaison en abondance 
dans la littérature, quelques études sont concordantes avec ce patron Est-Ouest et suggèrent une 
forte distribution Est-Ouest des haplotypes et une ségrégation significative des haplotypes 
indiquant une pénurie de flux de gènes entre l’Est et l’Ouest (Moreno-Letelier et Piñero, 2009 ; 
Aguirre-Planter et al., 2012 ; Ruiz-Sanchez et Specht, 2013 ; 2014). Ce même patron est 
également visible dans quelques études phylogéographiques portant sur des espèces animales 
(Bryson et al., 2011 ; Bryson et Riddle, 2012). 
 Les caractéristiques et les origines de ce patron ont fait l’objet de deux études plus 
approfondies car focalisées essentiellement sur la répartition de la variabilité haplotypique le 
long de la TMVB (Ruiz-Sanchez et Specht, 2013 ; 2014)  chez un buisson montagnard de sous-
bois de pins et de chênes, Nolina parviflora. Les auteurs n’ont pas détecté de flux de gènes entre 
les deux parties du massif et ont estimé que la divergence ancienne serait datée du Miocène 
(Néogène). Il semblerait que ce patron s’expliquerait désormais par une spéciation écologique 
basé sur une divergence de niches entre l’Est (pinèdes) et l’Ouest (chênaies sèches) qui serait la 
conséquence d’une sélection divergente permise par l’action de la dérive et amplifiée par 
l’isolement reproducteur. Comme le montre la Figure 11, la distribution de l’espèce n’aurait pas 
été affectée sensiblement par les cycles du Quaternaire (voir LGM) ce qui corrobore une origine 
beaucoup plus ancienne de la divergence : les populations de l’Ouest ne sont pas en contact avec 
celles de l’Est lors du LGM (contrairement à L. montanus). Chez L. montanus var. montanus, et 
plus généralement au sein du complexe L. montanus, aucune divergence écologique et donc de 
spéciation écologique n’a pu être mise en évidence, et la divergence Est-Ouest, bien que 
supposée plus ancienne, n’a pu être datée (en raison de l’utilisation de marqueurs ISSR). 
Concernant la date de cette division Est-Ouest, nos résultats paraissent contradictoires par 
                                                          
19 Dans leur travail conséquent basé sur l’analyse des caractères morphologiques dans le complexe L. montanus, Dunn 
et Harmon (1977) évaluaient déjà comme probable une divergence marquée entre les populations du Nevado de 
Colima et celles du reste de la TMVB, et ce, malgré l’absence de différences morphologiques. 
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rapport à ceux relatés par les deux études précédentes, et corroborent davantage ceux de Kozak 
et Wiens (2006) et Velo-Antón et al. (2013) à propos d’une salamandre de montagne, pour 
laquelle le LGM a entraîné une distribution continue qui a pu augmenter substantiellement les 
flux de gènes entre les populations de l’Est et de l’Ouest. Bien que supposé plus ancien que la 
divergence récente observée entre les populations de l’Est (voir plus haut), ce « split » Est-Ouest 
est fort probablement postérieur au Néogène. 
 
 
 
Figure 11. Distribution potentielle de Nolina parviflora en utilisant un modèle de distribution d’espèce (d’après Ruiz-
Sanchez et Specht, 2014). A =  prédiction d’habitat approprié dans l’environnement actuel, B = prédiction projetée sur 
des couches climatiques passées (LGM ; CCSM), et C = prédiction sous des conditions climatiques passées (LGM ; 
MIROC). Le bleu indique une forte probabilité de prédiction d’habitats appropriés, le rouge désigne les régions 
comportant des habitats non-appropriés. 
 
2.2 CONSERVATISME ECOLOGIQUE  
Le conservatisme de niche est la tendance que présente un taxon à garder des 
caractéristiques écologiques ancestrales et ainsi, une grande partie des paramètres de la niche 
fondamentale peut être conservée à travers de longues échelles de temps. Voilà pourquoi deux 
espèces étroitement apparentées sont supposées avoir des niches davantage similaires que si 
elles avaient évolué de manière indépendante et aléatoire (Peterson et al., 1999). La divergence 
de niche se rencontre lorsque de nouvelles espèces s’adaptent à de nouvelles contraintes 
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écologiques durant un processus de spéciation, ainsi, ces espèces « sœurs » occupent des niches 
davantage divergentes que des niches provoquées par le seul fruit du hasard. Dans le cas de la 
vicariance – type de spéciation raisonnablement envisageable dans les zones montagneuses et 
volcaniques comme la TMVB –, le conservatisme de niche peut jouer un rôle accru, permettant 
que les espèces conservent leurs exigences écologiques en isolement géographique ; la 
divergence écologique faisant suite entre les deux espèces, limite alors la poursuite des flux de 
gènes et contribue un peu plus à l’isolement. Par conséquent, le conservatisme de niche et la 
divergence écologique ne sont pas obligatoirement contradictoires et peuvent agir ensemble, à 
différentes étapes du processus de spéciation (Svensson, 2012). 
Même si les espèces alliées L. muelleri et L. cacuminis comprennent des populations 
généralement d’altitudes plus modérées que les variétés L. montanus var. montanus et L. 
montanus var. nelsonii (mais aussi que L. montanus var. austrovolcanicus, voir Dunn et Harmon, 
1977) et que ces mêmes variétés peuvent vivre en sympatrie dans certaines localités, suggérant 
par là un partitionnement partiel des exigences écologiques, la modélisation de distribution 
réalisée dans le Chapitre 3 sous-entend que L. montanus serait un traqueur de niche, révélant 
ainsi un conservatisme. A la différence d’un autre complexe d’espèces de lupin, L. albifrons 
(Huang et Fryar, 2011), invoquer une spéciation sympatrique écologique menant à une 
divergence puis un isolement reproducteur et à l’origine de la diversification ne paraît pas 
réaliste dans le cas du complexe L. montanus. Ce rejet de l’hypothèse sympatrique peut expliquer 
le regroupement des variétés montanus et nelsonii dans les analyses phylogénétiques : il est 
possible que l’absence de stérilité des hybrides empêche la mise en place d’une barrière à la 
reproduction permettant la maintenance de deux variétés (ou formes) bien distinctes. Afin de 
tester l’absence d’une telle barrière à la reproduction chez des taxons sympatriques, la 
détermination et l’évaluation d’éventuels réarrangements chromosomiques est souvent de 
rigueur (Levin, 2002).  
 
2.3 LE QUATERNAIRE ,  PROMOTEUR DE DIVERSIFICATION ? 
Actuellement, le marqueur certainement le plus utilisé pour étudier l’histoire récente 
d’espèces d’Angiospermes durant le Quaternaire est sans conteste l’ADN chloroplastique. Il 
permet de déduire, à partir de données actuelles concernant la distribution géographique, des 
informations historiques, en particulier sur le rôle des changements climatiques du Quaternaire 
sur la diversification des taxons. Le fait qu’il soit hérité maternellement, par les graines, 
contribue à obtenir un signal net concernant la structure génétique initiale qui ne soit pas 
brouillé par les flux géniques entre populations surtout pendant les périodes de repli vers des 
refuges et de colonisation (Comes et Kadereit, 1998). De fait, l’ADN chloroplastique peut 
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appréhender les structures et les évènements historiques comme les routes de migration et les 
dynamiques de colonisation, d’autant plus qu’il n’est pas recombinant. 
Au Mexique, les quelques études phylogéographiques menées sur des taxons d’altitude 
(principalement animaux) ont toutes pointé le rôle important du Néogène dans la diversification 
des lignées considérées. La TMVB est utilisée comme massif modèle pour inférer la distribution 
et l’évolution de taxons. Elle présente une géographie complexe qui tire son origine 
d’évènements volcaniques et d’orogénèse intenses : ces processus géologiques – deux épisodes 
majeurs de volcanisme datés de 21-10 Ma puis de 7.5-3 Ma, sont très souvent évoqués – sont 
responsables d’une diversification plutôt ancienne de plantes (Ruiz-Sanchez et Specht, 2013) et 
d’animaux montagnards (Bryson et al., 2011 ; 2012) alors que les impacts du Quaternaire 
semblent mineurs.  
Quelques résultats indiquent une importance plus marquée du Quaternaire sur la 
diversification d’espèces récemment radiées comme celles du genre Lupinus en Amérique. Dans 
les Andes, Hughes et Eastwood (2006) expliquent sous différentes hypothèses les taux élevés de 
diversification des lupins. Une hypothèse particulièrement retenue concerne la fragmentation 
répétée des habitats de haute altitude due à des « shifts » altitudinaux induits par les 
changements climatiques du Quaternaire, qui a contribué à l’isolement géographique de 
populations. Drummond et Hamilton (2007) considèrent que la divergence récente évaluée 
entre deux variétés de L. microcarpus dans les Rocheuses, ne saurait s’expliquer par des 
processus géologiques anciens (datant du Néogène) mais suggère implicitement les oscillations 
climatiques du Quaternaire comme facteurs diversifiant. Weitemier (2010), bien que ne pouvant 
pas exclure une influence minime de ces cycles climatiques sur la diversité génétique de 
populations de L. lepidus dans la chaîne des Cascades (Rocheuses), semble indiquer au contraire, 
que la structuration génétique n’a pas été significativement affectée par les processus de 
colonisation-recolonisation pendant les périodes glaciaires et interglaciaires du Quaternaire. 
Comme pour L. microcarpus, il semble peu probable que les phases de contraction-
extension observées pendant les 130 000 dernières années n’aient pas contribué à la 
diversification du complexe L. montanus. L’orogénèse des principaux massifs mexicains semble 
de toute façon trop ancienne pour être évoquée depuis que la radiation des espèces mexicaines 
est supposée très récente (Pléistocène, voir les travaux de Hughes et Eastwood, 2006 ; 
Drummond et al., 2012). 
 
2.4 BILAN COMPARATIF ENTRE QUATRE COMPLEXES DU GENRE LUPINUS  
Ci-dessous est présenté un tableau récapitulatif des principaux enseignements apportés 
sur le complexe L. montanus pendant cette thèse de doctorat. Ces résultats sont confrontés à 
trois études récentes réalisées sur des complexes d’espèces de lupins nord-américains. Bien que 
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n’utilisant pas les mêmes marqueurs, ce comparatif permet d’avoir un aperçu des processus de 
diversification au sein du genre Lupinus en Amérique du Nord à des échelles taxinomiques 
basses. 
 
Tableau 3. Bilan comparatif des résultats phylogénétiques et phylogéographiques obtenus sur quatre complexes 
d’espèces du genre Lupinus en Amérique du Nord. 
 L. albifrons L. microcarpus L. lepidus L. montanus 
Auteurs 
Huang et Fryar 
(2011) 
Drummond et 
Hamilton (2007) 
Weitemier (2010) Cette étude 
Echantillonnage 
11 taxons du 
complexe + espèces 
du clade des 
pérennes du NO 
américain 
2 variétés en 
sympatrie 
7 variétés + espèces 
du clade des 
pérennes du NO 
américain 
4 taxons + espèces 
externes mexicaines 
Localisation 
Californie 
(Transverse Ranges) 
Californie 
(Transverse Ranges) 
Washington et 
Oregon (Cascades) 
Mexique (SMOr + 
TMVB + SDJ) 
Marqueurs 
moléculaires 
Chloroplastique Nucléaire 
(microsatellites) 
Nucléaire + 
Chloroplastique 
Nucléaire + 
Chloroplastique 
Patrons 
phylogénétiques 
(ou clustering 
obtenu) 
Peu de 
correspondance 
entre phylogénie et 
taxons actuellement 
reconnus. 
2 clades : un clade 
supporté contient 2 
variétés du Sud de la 
Californie ; l’autre 
clade regroupe tous 
les autres taxons 
Clustering net : les 
deux variétés sont 
clairement 
différenciées (pas de 
chevauchement entre 
groupes) 
Pas de 
correspondance 
entre phylogénie et 
taxons actuellement 
reconnus et/ou 
l’origine 
géographique 
Correspondance 
partielle entre 
phylogénie et taxons 
actuellement 
reconnus. 3 clades : 
un clade des espèces 
alliées ; un clade des 
variétés et un clade 
regroupant une 
population de la SDJ. 
Monophyllie 
Complexe non-
monophylétique 
? Complexe non-
monophylétique 
A priori 
monophylétique mais 
échantillonnage 
insuffisant 
Divergence (date) 
? Très récente (950-
5050 générations) 
Supposée très 
récente 
Supposée très 
récente (divergence 
plus ancienne entre 
espèces alliées et 
variétés) 
Spéciation 
Spéciation écologique 
uniquement pour L. 
paynei 
Spéciation récente 
(évolution des 
barrières à la 
reproduction) : 
divergence 
écologique suggérée 
Pas de spéciation ou 
divergence ultra 
récente 
Pas de spéciation 
mise en évidence  
Patrons 
phylogéographiques 
? ? Pas de disjonction 
génétique entre Nord 
et Sud. 
Disjonction entre 
Nord (espèces 
alliées) et Sud 
(variétés) 
Influence du 
Néogène ou 
Quaternaire 
? Influence supposée 
du Quaternaire 
Pas d’influence 
présumée des cycles 
glaciaires-
interglaciaires 
Influence supposée 
du Quaternaire 
Autres 
 Flux de gènes 
limités ; bottlenecks 
démographiques & 
haut niveau de 
consanguinité 
 Conservatisme de 
niche & refuges de 
types tabula rasa 
supposés 
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3. PHYLOGENIE DU GENRE LUPINUS ET ALCALOÏDES 
L’utilisation des métabolites secondaires comme outils systématiques chez le genre 
Lupinus a permis d’abord de mieux appréhender leur rayon d’action, puis de vérifier leur 
résolution par rapport aux marqueurs moléculaires déjà exploités chez les lupins. Cette étude 
exploratoire confirme en partie quelques patrons phylogénétiques déjà mis en évidence 
récemment. 
 
3.1 CONSIDERATIONS METHODOLOGIQUES  
Il est vrai que dans de nombreuses études, les parties de la plante utilisées pour extraire 
les alcaloïdes ne sont soit pas toujours mentionnées soit différentes en fonction des échantillons, 
ce qui peut contribuer à une comparaison biaisée, puisque les différences de présence et de 
teneur peuvent être notables entre les différents organes (feuilles, racines, tiges, graines). 
 
 
Figure 12. Relations de parenté basées sur les profils en alcaloïdes obtenus à partir de graines. Le seul groupe 
supporté est celui des espèces méditerranéennes (en violet). 
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L’analyse de clustering réalisée sur la base de teneurs en AQ et AP s’est appuyée sur des données 
provenant à la fois de graines (principalement concernant les lupins européens) et de feuilles. 
Néanmoins, il est apparu que ces différences feuilles/graines n’interféraient pas dans les patrons 
de parenté mis en lumière : un groupe Ancien Monde/Est de l’Amérique et un groupe contenant 
toutes les autres espèces. En effet, en se basant uniquement sur des données graines (le nombre 
d’échantillons est cependant moins important), les lupins méditerranéens et est-américains 
apparaissent comme les plus structurés et sont bien différenciés du reste du genre (voir Figure 
12). Ces relations issues des alcaloïdes des graines permettent de conforter la base de données 
générale qui inclut les données feuilles et permet de ne pas penser les patrons obtenus comme le 
seul résultat d’homoplasies. 
 
 
 
Figure 13. Schéma présentant deux hypothèses pour expliquer la distribution éparse d’alcaloïdes quinolizidiniques 
(AQ) (modifié d’après Wink, 2013).  
 
La détermination des composés peut être problématique en chimiosytématique. En effet, 
les fausses absences peuvent être courantes, dues en partie au fait que les composés mineurs 
peuvent être ignorés (le travail supplémentaire pour détecter des composés marginaux ou 
nouveaux peut représenter un effort méthodologique conséquent). Les fausses présences sont 
aussi à prendre en compte, en raison de matériel mal identifié (particulièrement dans la 
littérature plus ancienne) (van Wyk, 2003). Pour pallier à ces manquements, nous avons eu 
recours à la réalisation de classes de présence et de teneurs afin de prendre en considération 
toutes les valeurs obtenues lors des mesures. Ainsi, la présence de traces d’un composé chez un 
taxon A et la présence de teneurs plus importantes de ce composé chez un autre taxon 
apparenté B contribuent à penser que les deux taxons possèdent les gènes qui codent pour 
l’enzyme responsable de la synthèse de ce composé, synthèse en revanche plus  importante chez 
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B. Même s’il existe des doutes quant à la présence d’homoplasies dans l’étude des relations de 
parenté basée sur des caractères non-neutres comme la présence ou l’absence d’alcaloïdes ( voir 
Figure 13) et par conséquent que la co-occurrence de composés chez deux taxons ne 
corresponde pas nécessairement à un signal monophylétique (Wink, 2003), il semble peu 
probable que les regroupements d’espèces soient factices et relèvent de l’absence d’homologie 
entre taxons dans le cas d’études à l’échelle du genre, comme celle sur Lupinus.  
 
3.2 CONVERGENCE ET DIVERGENCE AMPHI-ATLANTIQUES  
Un des principaux enseignements à tirer de l’usage des alcaloïdes pour analyser les 
relations de parenté entre espèces de lupins est le manque de structuration observé, excepté 
entre grandes entités géographiques. En effet, le seul patron clairement distinguable consiste en 
la séparation de l’Ancien Monde associé aux espèces de l’Est américain (i.e. regroupement 
amphi-atlantique) par rapport à l’Amérique de l’Ouest. Ce regroupement amphi-atlantique a été 
mis en évidence depuis un certain nombre d’années, mais les progrès obtenus récemment grâce 
au recours à des marqueurs moléculaires plus structurant, nuancent et affinent ce patron. 
L’Ancien Monde est maintenant directement relié à l’Est de l’Amérique via les espèces de 
Floride, tandis que l’Amérique dans son ensemble est contenue dans un groupe divisé en deux 
clades très fortement soutenus correspondant à l’Amérique de l’Ouest et l’Amérique de l’Est sans 
la Floride (Hughes et Eastwood, 2006 ; Eastwood et al., 2008). Dans ces mêmes travaux, il 
ressort que le clade de l’Amérique de l’Est s’est diversifié bien avant celui de l’Amérique de 
l’Ouest, connu pour être le siège de radiations récentes et rapides. L’antériorité des lupins est-
américains suppose que l’arrivée sur le continent depuis l’Ancien Monde s’est probablement 
faite via la façade atlantique (Käss et Wink, 1997 ; Eastwood et al., 2008). Le patron obtenu sur 
la base des alcaloïdes soutient ce scénario biogéographique en mettant en avant une 
convergence des espèces méditerranéennes et est-américaines. 
Le regroupement des lupins méditerranéens peut s’entrevoir tout d’abord par une faible 
diversité spécifique et par conséquent, cette balance d’échantillonnage entre les deux côtés de 
l’Atlantique pourrait encourager plus ostensiblement un regroupement lors des analyses en 
composante principale. Cependant, elle n’est pas suffisante pour entraîner à elle seule une telle 
convergence. L’autre variable à prendre en compte est la relative homogénéité des habitats 
occupés par ces lupins autour du bassin méditerranéen : malgré des spécificités écologiques 
indéniables pour chaque espèce/taxon – principalement axées sur les conditions 
édaphologiques –, les lupins de l’Ancien Monde occupent les régions de basse altitude.  Pourtant, 
lors d’une précédente étude reposant sur l’analyse de profils en alcaloïdes, Aïnouche et al. 
(2004) ont révélé une structuration à l’intérieur du groupe de l’Ancien Monde correspondant 
plus ou moins aux patrons moléculaires : une séparation entre les Scabrispermae (groupe 
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homogène) et les « Malacospermae » (groupe plus hétérogène). Cette tendance se retrouve 
également dans la Figure 13, basée sur les données graines, d’autant plus que l’échantillonnage 
devient plus équilibré entre l’Ancien et le Nouveau Monde, contribuant ainsi à détecter plus 
aisément des sous-structures à l’échelle « régionale ». 
Cependant, ces patrons révélant des sous-structures à des échelles géographiques 
moindres, ne sont pas visibles dans la topologie générale intégrant toutes les espèces du genre 
Lupinus. Ceci conforte la divergence chimique beaucoup plus importante existante entre l’Ancien 
Monde/Est de l’Amérique et l’Ouest du Nouveau Monde. En ce sens, les alcaloïdes semblent 
comporter des informations de premier ordre pour comprendre la diversification au sein du 
genre Lupinus, ainsi que les processus de colonisation et de migration depuis l’Ancien vers le 
Nouveau Monde. 
 
4. QUELQUES PERSPECTIVES 
La caractérisation moléculaire d’un complexe d’espèces ne peut être exhaustive, ne 
serait-ce que par les difficultés d’échantillonnage. La situation sécuritaire déjà délicate, ne fait 
que s’accroître au Mexique depuis une dizaine d’années et ne permet pas pour l’heure, de se 
rendre sans crainte dans les zones frontalières avec les Etats-Unis (Etats du Nord, dans lesquels 
on retrouve L. montanus ssp. glabrior et L. montanus ssp. montesii) et avec le Guatemala (Etats 
du Chiapas, dans lequel on retrouve L. kellermanianus et L. montanus var. austrovolcanicus). 
Néanmoins, l’inclusion de ces taxons du complexe L. montanus associée à un échantillonnage 
parmi des espèces moins étroitement liées comme les espèces pérennes des Rocheuses (e.g. L. 
lepidus et L. albifrons) permettraient de calibrer davantage la variation génétique et 
phénotypique à l’intérieur de L. montanus. Sans nul doute, ce plus large échantillonnage 
permettrait de tester l’hypothèse de monophylie du complexe avec robustesse. Au vu de nos 
résultats, il semblerait que l’hypothèse monophylétique soit privilégiée, mais l’inclusion de 
l’ensemble des taxons L. montanus et d’espèces externes plus éloignées dans les analyses 
apporterait une réponse plus claire.  
Malgré un postulat de départ clairement axé sur le manque de résolution des caractères 
morphologiques dans la détermination des taxons du complexe L. montanus, il reste essentiel de 
combiner aux patrons moléculaires d’autres types de données parmi lesquelles les préférences 
écologiques et les caractères morphologiques. En effet, la récente prolifération des études 
portant sur des complexes d’espèces de plantes ou d’autres groupes d’organismes est 
généralement basée sur la découverte de différenciation génétique basée sur des données 
moléculaires et sur des données morphologiques et écologiques. Ainsi, le choix restreint de traits 
morphologiques « objectifs » apporterait des éléments corroboratifs aux données génétiques 
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pour clarifier les relations de parenté à l’intérieur du complexe. Plutôt que des données 
strictement métriques (peu recommandables dans les études populationnelles ou à faible 
échelle taxinomique), la conception de matrices morphologiques basées sur des rapports de 
variables morphométriques semble mieux adaptée, afin d’éviter les problèmes d’analyse et de 
statistiques liés à l’effet taille. Il faudrait distinguer les vraies différences quantitatives 
(divergence et singularité morphologique) des fausses différences (notamment basées sur des 
adaptations locales aux conditions abiotiques générant par exemple des tailles plus modestes en 
haute altitude). 
La collecte de données écologiques, notamment autour des préférences pédologiques et 
édaphologiques de chaque population et taxon, fournirait des variables supplémentaires qui 
complèteraient les variables bioclimatiques nécessaires à la modélisation des distributions de 
niches. Assez peu utilisés, les tests d’identité de niches sont fiables pour savoir s’il y a ou non, 
chevauchement des préférences écologiques. Etant donné que les modèles actuels de 
distribution de niches ne font aucune hypothèse biologique concernant l’utilisation de micro-
habitats ou l’existence d’interactions entre taxons, des auteurs20 ont récemment proposé une 
approche mathématique qui note la similarité de niches de 0 (pas de chevauchement de niches) 
à 1 (chevauchement complet). Ce type de test semble tout à fait adapté à l’échelle 
populationnelle et permettrait de confirmer l’absence de spéciation écologique chez L. montanus 
avec beaucoup plus de précision. 
Un échantillonnage plus dense requiert de fait, une plus grande connaissance des 
marqueurs moléculaires utilisés, tant pour éviter un poids trop important des homoplasies que 
pour éviter des effets d’incongruence liés à la saturation des séquences utilisées. L’ajout 
d’espèces moins apparentées, pour tester notamment l’hypothèse monophylétique, devra être 
fait sous condition de vérifier l’état de saturation des marqueurs utilisés. Lorsque deux sites de 
deux taxons portent le même nucléotide, il n’est pas possible a priori de savoir s’il y a eu 0, 2 ou 
plus de mutations dans l’histoire de cette séquence. Il n’est pas possible également de 
déterminer si l’identité de séquence est le fruit d’une convergence (c’est-à-dire une succession 
de mutations qui provoque un retour à l’état initial, générant un jeu de données qualifié de 
« saturé ») ou si la séquence demeure inchangée. Le phénomène de saturation, qui peut se 
calculer en comparant le nombre de différences observées (inférées par les modèles analytiques 
choisis) et le nombre réel de mutations : plus la pente de la courbe est faible, plus le niveau de 
saturation est important21. 
 
                                                          
20 Voir les travaux conduits par Warren et al. (2008).   
21 Plus en détail, le taux de saturation apparaît comme étant généralement plus important sur le troisième nucléotide 
des codons (une pente moyenne de 0.16), les deux premières positions étant moins sujettes à des substitutions 
multiples (pente moyenne de 0.43) (Jeffroy et al., 2006). 
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Annexe 1. Aperçu des espèces du genre Lupinus les plus représentatives le long de l’axe 
volcanique transversal au Mexique. 
 
Espèce Habitus Inflorescence Feuille Stipule 
L. campestris 
    
L. hintonii 
    
L. aschenbornii 
    
L. montanus 
    
L. splendens 
    
L. bilineatus 
    
L. leptophyllus 
    
 
  
Annexes 
152 
 
Annexe 2. Distribution altitudinale des espèces dominantes de lupins dans le Parc National du 
Popocatépetl-Ixtaccihuatl au Mexique : L. leptophyllus (exception présente dans le Parc National de 
La Malinche) L. campestris, L. bilineatus, L. hintonii, L. splendens, L. montanus et L. aschenbornii. 
 
 
  
Annexes 
153 
 
Annexe 3. Autre application des marqueurs ISSR en génétique des populations d’un copépode 
dans l’estuaire de l’Escaut en Belgique. 
Résumé : L’estuaire de l’Escaut (Belgique & Pays-Bas), en cours de restauration, offre un cadre 
intéressant pour étudier la réponse des organismes et des écosystèmes à des conditions 
changeantes. Cette étude se concentre sur l’analyse de la distribution spatio-temporelle et la 
potentielle différenciation génétique au sein du complexe d’espèces Eurytemora affinis 
(Copepoda, Calanoida). Jusque dans les années 1990, E. affinis se rencontrait essentiellement en 
aval de l’Escaut. En écho à une amélioration de la qualité de l’eau, E. affinis a aussi été recensé 
récemment plus en amont de l’estuaire, ainsi que dans quelques affluents. Ce papier vise à 
caractériser ce déplacement via une caractérisation génétique. En utilisant les ISSR, nous avons 
exploré les pools génétiques du complexe E. affinis  sur trois stations le long de l’Escaut (aval, 
estuaire médian et amont) et deux stations sur ses affluents. Quatre amorces ISSR ont produit 75 
loci polymorphiques. Les analyses Bayésiennes et hiérarchiques ont révélé des entités 
différentes mais proches dans les stations aval et amont de l’Escaut. Les individus de l’estuaire 
médian constituent un assemblage composite des populations aval et amont (84% aval et 16% 
amont). Une séparation nette entre les populations des affluents et celles de l’Escaut suggère que 
deux pools génétiques indépendants sont présents.  
Il est à noter que les affluents montrent un manque de subdivision génétique, que les 
populations amont et aval de E. affinis sont étroitement apparentées et que la population aval est 
probablement à l’origine de la population amont, impliquant la nécessité de maintenir des 
niveaux de concentration en oxygène suffisants le long de l’estuaire pour garantir la présence de 
cette espèce en amont. Les résultats ISSR sont discutés et confrontés à des études génétiques sur 
E. affinis utilisant du barcoding. 
 
Titre : Diversité génétique au sein du complexe Eurytemora affinis dans l’estuaire de l’Escaut et 
ses affluents en utilisant les marqueurs ISSR. 
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TITLE: From molecular tools to biochemical tools: characterization of relationships within the 
genus Lupinus (Fabaceae) with a special attention to the L. montanus complex in Mexico 
 
 
ABSTRACT:  
 
The genus Lupinus gathers more than 250 annual and perennial species. In Mexico, Lupinus 
montanus represents an alpine species complex for which relationships among taxa remain 
poorly known. 
With molecular tools, we brought new phylogenetic and biogeographic insights at different 
taxonomic scales in L. montanus: an East-West genetic split, a site-dependent genetic 
structuration (resulted from an island-like distribution) and an influence of Quaternary climate 
change on diversification of the complex. 
Concurrently, we explored the usefulness of alkaloids (i.e. secondary compounds produced in 
high amount in lupines) as alternative and complementary markers to the unresolved molecular 
phylogeny of the whole genus. Alkaloids, even though they exhibit lack of resolution at low 
geographic scale, confirm the close relationships between the Old World and the New World.  
 
 
KEY-WORDS: alkaloids, chemotaxonomy, ecological niche, ISSR, Lupinus, Mexico, phylogeny, 
population genetics, Quaternary, species complex 
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RESUME :  
 
Le genre Lupinus rassemble plus de 250 espèces annuelles et pérennes. Au Mexique, Lupinus 
montanus représente un complexe d’espèces au sein duquel les relations de parenté entre taxons 
restent mal connues. 
A l’aide d’outils moléculaires, nous avons mis en évidence à l’échelle d’une variété puis à l’échelle 
du complexe plusieurs patrons phylogénétiques et biogéographiques chez L. montanus : une 
divergence Est-Ouest, une structuration génétique site-dépendante (en raison d’une distribution 
en île) et une influence des cycles climatiques du Quaternaire sur la diversification du complexe. 
En parallèle, à l’échelle du genre, nous avons exploré l’utilité des alcaloïdes (des composés 
secondaires produits en grande quantité par les lupins) comme marqueurs alternatifs et 
complémentaires à la phylogénie moléculaire, toujours irrésolue. Les alcaloïdes, bien que peu 
résolutifs à faible échelle géographique, confirment en partie la relation plus étroite entre 
l’Ancien Monde et l’Est de l’Amérique. 
 
 
MOTS-CLES : alcaloïdes, chimiotaxinomie, complexe d’espèces, génétique des populations, ISSR, 
Lupinus, Mexique, niche écologique, phylogénie, Quaternaire 
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